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INTRODÜCCION
La utllidad de la Espectroscopîa de Resonancla 
Magnêtica Nuclear (RMN) en la determinaciôn de la estruc­
tura y conformaciôn de moléculas de mediana complejidad es 
un hecho bien establecido. La reciente introducciôn de al- 
gunos desarrollos instrumentales, principalmente la opera- 
ciôn en el modo de transformaciôn Fourier, ha hecho posible 
extender las aplicaciones de esta técnica a algunos problè­
mes de interés biolôgico, de entre los que pueden citarse: 
la determinaciôn de la estructura y conformaciôn de bioma- 
cromoléculas pequenas (P.M.<30.000) y el estudio de inte­
racciones entre una molécule pequena y una biomacromolécula.
En el Laboratorio de RMN del Instituto de Quîmica 
Fîsica "Rocasolano" se decidiô hace unos anos constater 
las posibilidades de la técnica en este ültimo campo, con 
el objetivo de disponer de una herramienta de trabajo que 
pudiera aplicarse a una gran variedad de procesos biolô- 
gicos fundamentales, pues muchos de elles pueden reducirse, 
con fines prâcticos, al estudio de un sistema modelo, for- 
mado por una biomacromolécula, una molécule pequena y el 
medio en el que se encuentran disueltos (sistemas enzima- 
inhibidor, droga^receptor, hapteno-anticuerpo, etc.). Las 
posibilidades de la espectroscopîa de RMN en este campo 
son taies que, en casos favorables, es posible obtener 
ademés de la informaciôn termodinâmica y cinética de la 
interacciôn que se obtiene por otros medios, informaciôn 
de tipo estructural y microdinâmico.
El sistema elegido para iniciar estos estudios 
fue el formado por ribosomas de E. Coli y antibiôticos in- 
hibidores de la biosintesis de proteînas a nivel del centre 
peptidil-transferasa. Como es bien conocido, los ribosomas 
son particules ribonucleoproteicas en donde tiene lugar, a 
través de un complicado proceso, la biosintesis de proteî­
nas. Existen, por otra parte, diferentes tipos de antibiô­
ticos que inhiben selectivamente dicho proceso a distintos 
niveles, por lo que el estudio de su interacciôn con ribo­
somas es, y ha sido, de extraordinario valor para describir 
un gran nûmero de propiedades estructurales y funcionales 
del ribosoma, asî como para describir en detalle las distin­
tas etapas de la biosintesis de proteînas. Asîmismo, exis­
ten antibiôticos que en su acciôn muestran selectividad 
frente a ribosomas procariôticos o encariôticos, lo que, 
junto con otros factores, détermina su posible utilizaciôn 
farmacolôgica.
Los antibiôticos elegidos para este estudio fueron 
puromicina y gougerotina, ambos productos comerciales, y 
cuyas estructuras se ilustran en la pâgina siguiente. El 
primero tiene una estructura anâloga al grupo terminal 
3*-aminoacil-adenosil del aminoacil-tRNA, que es el porta- 
dor del aminodeido al sitio aceptor del centre peptidil 
transferasa. Este centre, al que se adscribe la actividad 
enzimâtica para formar el enlace peptîdico, estâ situado 
en la subunidad mayor ribosômica. La puromicina actûa como 
sustrato aceptor uniêndose al peptido naciente e impidiendo
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que prosiga la sîntesis proteica. La gougerotina se liga 
al sitio aceptor del centro peptidil-transferasa, probable- 
mente en una zona distinta de la de puromicina, no actûa 
como sustrato, pero impide el acceso del siguiente aminoacil- 
tRNA, por lo que la sintesis no prosigue.
El treüDajo que se describe en esta Memoria fue 
realizado con los siguientes propdsitos: en primer lugar, 
describir detalladamente la conformaciôn, en disoluciôn, 
de los antibiôticos puromicina y gougerotina, con el obje­
tivo final de inferir los requisites que el sitio aceptor 
(o los subsitios correspondientes) del centro peptidil- 
transferasa ribosômico impone sobre sus ligandos; en se- 
gundo lugar, explorar las posibilidades de la espectrosco- 
pia de RMN en el estudio de la interacciôn de estos anti­
biôticos con el centro peptidil-transferasa ribosômico y 
obtener la pertinente informaciôn estructural, termodinâ- 
mica, cinética y microdinâmica.
En la primera parte de la présente Memoria se 
describen los parâmetros magnéticos que pueden obtenerse 
del anâlisis de los espectros de RMN, asî como los funda- 
mentos teôricos en los que se basan las relaciones estable- 
cidas entre sus valores y algunos rasgos estructurales, 
conformacionales y dinâmicos. Se ha dedicado un especial 
interés al capitule 1.3. en el que se ha pretendido reali- 
zar un trabajo de revisiôn y puesta al dia acerca del es­
tudio de la interacciôn de una molécula pequena con una 
macromolécula, por espectroscopîa de RMN. Esta primera
parte se compléta con una descripciôn mâs detallada de las 
caracterîsticas fîsicas y quimicas del ribosoma, del pro­
ceso de biosintesis de proteinas y de la inhibiciôn de ésta 
por antibiôticos que actûan a nivel del centro peptidil- 
transferasa.
En la segunda parte se describe en detalle los 
mêtodos expérimentales utilizados y los resultados obtenidos 
se incluye en ella la descripciôn de la obtenciôn de ribo­
somas, la obtenciôn de espectros de y ^ d e  puromicina 
y gougerotina, la variaciôn de êstos con la temperatura, 
concentraciôn y pH, asi como el estudio experimental de la 
interacciôn entre estos antibiôticos y ribosomas de E. Coli.
En la tercera y ûltima parte de esta Memoria,
se utilizan los resultados obtenidos del anâlisis de los 
1 13espectros de H y "^ C para determinar gran nûmero de ras­
gos conformacionales de las moléculas de puromicina y gou­
gerotina. Se discuten, a continuaciôn, las conclusiones ob- 
tenidas acerca del estudio de la interacciôn antibiôticos- 
ribosomas, principalmente en lo que se refiere a la interac­
ciôn secundaria detectada, que ocluye los efectos de la 
interacciôn de los primeros con el centro peptidil-trans­
ferasa. Se analizan, por ûltimo, las perspectivas futuras 
del estudio de esta ûltima interacciôn por la técnica de 
RMN.
I. FUNDAMENTOS TEORICOS
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I •1- Espectroscopîa de Resonancla Magnêtica Nuclear
I.l.l.- Parâmetros espectrales.
Los espectros de Resonancla Magnêtica Nuclear con- 
tienen una gran cantidad de informaciôn ûtil para la de­
terminaciôn de estructuras y conformaciones moleculares, 
el estudio de interacciones moleculares y la descripciôn 
de muchos aspectos microdinâmicos, taies como movimientos 
moleculares en el estado liquide, procesos de intercambio, 
de rotaciôn en torno a enlaces, etc.. Esta joven rama de 
la Espectroscopîa se ha constituîdo en las dos ûltimas 
décadas en eleroento imprescindible y de gran utllidad en 
este tipo de estudios. Es, sin embargo, inherenteroente 
una técnica de poca sensibilidad. Los recientes avances 
instrumentales (particularmente la introducciôn de la 
roodalidad de operaciôn de Transformada de Fourier), han 
hecho posible, sin embargo, extender el campo de aplica- 
ciôn a problèmes de interés bioquîmico.
Los principios bâsicos en los que se fundamenta 
esta técnica estân descritos en distintos libros y revi- 
siones (1-4). En esta secciôn comentaremos los parâmetros 
que se extraen del espectro, junto con la informaciôn que 
proporcionan, deteniéndonos sôlo en aquellos aspectos que 
se utilizan en este trabajo.
Desde el punto de vista estructural y conforma- 
cional, los parâmetros mâs importantes son los desplaza­
mientos quîmicos, las constantes de acoplamiento espin- 
espln y las intensidades. La posiciôn de una senal de
resonancla (desplazamiento quimico) depends del tipo de 
nûcleo y de su entorno quimico (electrônico). Normalmente, 
y refiriéndonos a un tipo de nûcleo dado, como por ejenplo 
el protôn, es posible observer una senal para cada protôn 
qulmicamente distinto. Por otro lado, la intensidad de la 
senal depende sôlo, a igualdad de condiciones exteinas, del 
nûmero de nûcleos présentes en la muestra. Por ûltimo, la 
senal correspondiente a un protôn puede aparecer desdoblada 
en un cierto nûmero de componentes. Del nûmero de éstas y 
de su separaciôn (constante de acoplamiento), puede obte­
nerse informaciôn acerca del nûmero de protones unidos a 
carbonos cercanos y de los ângulos diedros entre enlaces.
La utilizaciôn convergente de toda esta informaciôn propor- 
ciona normalmente las bases suficientes para describir en 
detalle los mâs sutiles aspectos de la estructura y confor­
maciôn de la molécula en estudio.
Desde el punto de vista dinâmico, los parâmetros 
mâs importantes son los tiempos de relajaciôn longitudinal, 
y los tiempos de relajaciôn transversal, , cuya defi- 
niciôn y descripciôn en términos de la dinâmica molecular 
se lleva a cabo en detalle en la secciôn siguiente. Los des­
plazamientos quîmicos y constantes de acoplamiento pueden 
verse afectados también por procesos dinâmicos. Estas va- 
riaciones, junto con los valores de los parâmetros dinâmi­
cos, y Tg, pueden proporcionar informaciôn de gran valor 
para el câlculo de las constantes cinéticas de los distin­
tos procesos dinâmicos que sufren las moléculas en disolu­
ciôn.
I.1.2.- Desplazamientos quîmicos.
Los desplazamientos quîmicos tienen su origen en el 
apantallamiento magnético de los nûcleos debido a los elec- 
trones de su entorno. La presencia de un campo magnético 
externo, induce en éstos un movimiento orbital que a 
su vez origina un campo magnético local inducido, cuya mag- 
nitud es proporcional al campo magnético externo.
Un nûcleo dado, por tanto, expérimenta un campo 
magnético que es el résultante del campo externo, modifi- 
cado por el apantallamiento local (a):
H local “
La constante de apantallamiento se desdobla, para 
su estudio, en varios términos, unos dependientes de los 
electrones del propio âtomo y otros de âtomos distintos. 
Entre los primeros, se consideran dos: el término diamag- 
nético, y el paramagnético, Op. El primero puede consi- 
derarse como un reflejo de la densidad electrénica en el 
nûcleo, magnitud a la que es proporcional el desplazamiento 
quîmico, a igualdad de otras circunstancias. El término 
paramagnético, depende de la energîa de separaciôn entre 
el estado fundamental y los estados excitados, asî como de 
la simetrîa de los orbitales atômicos de los correspondien­
tes electrones. Este término es poco importante en el caso 
del protôn, pero su contribuciôn es notable al apantalla­
miento de otros nûcleos, como por ejemplo, el de Los
efectos de âtomos vecinos sobre el apantallamiento de un
nûcleo dado, son importantes si los electrones de esos 
âtomos muestran una susceptibilidad magnêtica muy aniso- 
trôpica, como es el caso de âtomos que forman parte de 
enlaces mûltiples. Otra contribuciôn a la constante de 
apantallamiento, importante en el caso de moléculas aro- 
mâticas, es la debida a corrientes interatômicas que flu- 
yen en torno a sistemas cerrados conjugados.
La descripciôn tefrica de los desplazamientos quî­
micos, en términos de funciones de onda electrônicas, se 
ha hech , pero su aplicaciôn al câlculo de éstos tropieza 
con sérias dificultades debido, principalmente, al hecho 
de que no se conozcan las funciones de onda de estados ex­
citados. A pesar de ello, los desplazamientos quîmicos son 
excelentes parâmetros empîricos para la detecciôn de mul­
tiples rasgos estructurales y de interacciôn. En este sen- 
tido, y en el caso concreto del protôn, para el que existe 
una gran cantidad de informaciôn experimental, es posible 
racionalizar e incluso predecir cualitativamente los valo­
res de los desplazamientos quîmicos de protones concretos, 
e incluso de sus variaciones con la presencia de sustitu- 
yentes electronegativos, cambios de ionizaciôn de grupos 
prototrôpicos, posiciôn respecto a anillos aromâticos, for- 
maciôn de enlaces de hidrôgeno, interacciones hiperfinas 
con iones paramagnêticos, etc..
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I.1.3.- Constantes de acoplamiento.
Ademâs de los campos locales que expérimenta un 
nûcleo como resultado del movimiento de los electrones en 
sus proximidades, han de considerarse también los campos 
locales debidos a la presencia en la misraa molécula de otros 
nûcleos con momento magnético.
En las condiciones de "alta resolucién" el acopla­
miento directe entre dipolos magnéticos se promedia a cero. 
Existe, sin embargo, otro acoplamiento entre espines nuclea- 
res, de mucha menor magnitud, que tiene lugar a través de 
la interacciôn con los electrones correspondientes a los 
enlaces que unen a dichos nûcleos. Este acoplamiento es 
independiente del campo magnético externo y produce un des- 
doblamiento de las senales de los nûcleos implicados. La 
medida de estas interacciones son las llamadas constantes 
de acoplamiento y pueden medirse, en primera aproximaciôn 
por la separaciôn de las lîneas componentes del multiplets 
résultantes del desdoblamiento.
La importancia de las constantes de acoplamiento 
radica en que dependen de sutiles detalles estructurales, 
por lo que sus valores pueden utilizarse, en principio, 
para obtener informaciôn geométrica de la molécula en con- 
sideraciôn. En la prâctica, el câlculo teôrico de las cons­
tantes de acoplamiento es dificil debido al gran nûmero de 
electrones y parâmetros geométricos que han de considerar­
se. Sin embargo, existen casos en los que puede predecirse, 
de forma semiempirica la dependencia de las constantes de
- 1 2 -
acoplamiento con algûn parâroetro geomêtrico-estructural.
Este es el caso de las constantes veclnales entre protones
3
unidos a âtomos de carbono, J, para las que
J^(4>) = Acos^O + Beos (|> + C
en donde <j> représenta el ângulo diedro formado por los en­
laces H1-C1-C2 y C1-C2-H2, y A=4,22, B=-0,5 y C=4,5. Esta 
ecuaclôn (ecuaciôn de Karplus) sôlo es estrictamente vâllda 
para sistemas con âtomos de carbono cuaternarlos. Los cam­
bios de hlbridaciôn de los enlaces o la presencia de susti- 
tuyentes electronegativos en dicho fragmento afectarân cla- 
ramente a los orbitales de enlace y, consecuentemente, se 
alterarâ taunbién el acoplamiento vecinal Normal­
mente se considéra que, si bien la forma funcional de la 
ecuaciôn es correcta, los valores que adopten las constan­
tes A, B y C han de modificarse, empîricamente, para tener 
en cuenta la electronegâtividad de los sustituyentes im­
plicados. Aun con estas limitaciones, la ecuaciôn de Karplus 
ha sido y es la base para la interpretaciôn en términos 
conformacionales de los valores de acoplaroientos veclnales.
Para las constantes entre protones existen otras 
varias relaciones entre ellas y parâmetros geométricos, 
que son de utllidad con fines estructurales. Asîmismo, la 
forma de la ecuaciôn de Karplus parece mantenerse para 
otros nûcleos, o bien, para el caso en que los âtomos a 
los que van unidos los protones no son carbonos, sino 
otros âtomos taies como 0, N, etc..
1 13De entre las constantes de acoplamiento H- las
constantes directas ^J. .. dependen, entre otras cosas,
H
del carâcter s del orbital del correspondiente enlace C-H. 
Las constantes geminales, vecinales y de mâs largo alcance 
son muy laboriosas de medir, pues para ello es necesario 
obtener espectros de ^ s i n  irradiaciôn de protôn. No 
obstante, estos acoplamientos prometen ser parâmetros de 
gran valor para la determinaciôn de conformaciones molecu­
lares, una vez que se hayan establecido las necesarias 
bases empîricas.
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1.2. Tiempos de relajaciôn de espîn nuclear
I.2.I.- Definiciôn.
El movimiento de la magnetizaciôn macroscôpica nu­
clear en presencia de un campo magnético externo fue ex- 
presado por Bloch (5,(3) en términos de ecuacionos diferen- 
ciales fenomenolôgicas. El punto de partida es la ecuaciôn 
clésica del movimiento de un momento magnético y en pre­
sencia de uh ceunpo magnético. La variaciôn con el tiempo 
del momento angular p es;
al = M x S
Recordando que el momento magnético nuclear es proporcional 
al momento angular, segûn la constante de proporcionalidad 
Y (relaciôn giromagnética), y sumando vectorialmente los 
momentos magnéticos nucleares, se obtiene para la magneti­
zaciôn macroscôpica, M:
= YÎSx s
Introduciendo el campo magnético 5^ de la radiofrecuencia, 
como un campo rotatorio, que gira en el piano xy con velo- 
cidad î y suponiendo aplicado a lo largo del eje z, la 
ecuaciôn anterior, desdoblada en sus componentes cartesia- 
nos queda:
dM^/dt = Y(MyH^ + M^H^sen wt)
dMy/dt = Y(M^H^cos wt - M^H^) {1.2.1}
dM^/dt =-Y(M^H^sen wt + M^H^cos wt)
- 1 5 -
Refiriendo estas ecuaclones a un sistema de ejes que glran 
siguiendo a y en el que ésté se encuentra en la direcclôn 
xV las anterlores ecuaclones quedan;
du/dt = -(ü)^ -o))v
dv/dt = (wQ-w)u - {1.2.2}
dM^/dt = YH,v
Estas ecuaclones no estân complétas, pues no dan cuenta de 
la relajaciôn. Bloch (5,6) supuso que la relajaciôn longi­
tudinal y la transversal podfan tratarse como procesos ci- 
nêticos de primer orden, por los que vuelve a su valor 
de equilibrio (M^) con una constante caracterîstica y 
u y V vuelven al suyo, que es cero, con una constante ca­
racterîstica que es T^.
Las ecuaclones de Bloch complétas son, pues:
du/dt = -(üi^-ü))v - u/Tg
dv/dt = (wQ-w)u - YH^M^ - v/T^ {1.2.3}
dM^/dt = YH,v - (M^-M^)/T^
y constituyen en si una definiciôn fenomenolôgica de los 
tiempos de relajaciôn longitudinal, , y transversal, Tg.
De acuerdo con las anterlores ecuaclones, las medi­
das de T, y T 2  pueden realizarse convenientemente por méto- 
dos de pulsos mediante los cuales es posible trasladar el 
vector magnetizaciôn a la direcciôn adecuada y medir fâcil- 
mente la cinética de su vuelta al equilibrio. En este sen- 
tido, basta considerar la forma especialmente simple que
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adoptan las anteriores ecuaclones en ausencia de y para
w=w . La utilizaciôn de los mêtodos de transformaciôn Fou- o
rier de la cafda libre de la inducciôn (FID), que se mide 
despuês del pulso, permite la medida simultânea de los 
tiempos de relajaciôn de todas las senales individuales 
que componen un espectro. Los mêtodos de medida de tiempos 
de relajaciôn utilizados en este trabajo se detallan en
II.1.5.
Cuando las ecuaclones de Bloch se resuelven para 
obtener la forma de lînea en condiciones de barrido lento 
y lejos de la saturaciôn se obtienen lorencianas
cuya anchura a mitad de altura es (I/ttT^) , expresado en Hz, 
lo que proporciona una medida muy conveniente de Tg. A la 
anchura de la Ifnea contribuyen otros factores, como son 
la inhomogeneidad del campo y algunos otros que adquieren 
relevancia cuando no se alcanzan las condiciones de "estre- 
chamiento extremo" de las senales. Para las condiciones 
utilizadas en este trabajo, los tiempos de relajaciôn, T^, 
pueden obtenerse simplemente a partir de las anchuras de 
las senales.
Es interesante destacar que el proceso de relaja­
ciôn de M respecto al eje z (relajaciôn longitudinal) im- 
plica un intercambio de energîa entre el sistema de espines 
y  el medio ("lattice", red) (la energîa clâsica es E=M^.Î^) 
por lo cual el tiempo de relajaciôn se conoce también 
como tiempo de relajaciôn espin-red. La relajaciôn en un 
piano perpendicular a (transversal) es una redistribu-
“ J. / -
ci6n de energîa entre los proplos espines nucleares y su 
tiempo caracterlstico, Tg, se conoce también con el nombre 
de tiempo de relajaciôn espin-espin.
1.2.2.- Mécanismes de relajaciôn.
Los principales mécanismes de relajaciôn tienen 
lugar a través de la interacciôn de los momentos magnéti­
cos nucleares con campos magnéticos locales fluctuantes de 
frecuencia caracterîstica Igual a . Estos campos magné­
ticos locales pueden provenir de otros nûcleos del sistema 
de espines, de iones con electrones desapareados, de dis- 
tribuciones asimétricas de cargas electrônicas, etc.. Ade­
mâs, los nûcleos que tengan momento eléctrico de cuadrupolo 
pueden relajarse mediante la interacciôn con campos eléc- 
tricos fluctuantes inhomogéneos.
Las fluctuaciones de los campos locales tienen su 
origen en los movimientos rotacionales y traslacionales de 
las moléculas individuales, perturbados intermitentemente 
por las colisiones moleculares (movimiento browniano). La 
efectividad de la relajaciôn nuclear dependerâ, pues, en 
principio de dos factores: la magnitud de los campos loca­
les y la velocidad caracteristica de fluctuaciôn de dichos 
campos.
El planteamiento cuantitativo del problema (7) se 
lleva a cabo de acuordo con los siguientes pasos:
1) Relacionar el tiempo de relajaciôn con la pro- 
babilidad de la transiciôn entre los estados de
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espin excitado y fundamental.
2) Expresar la probabilidad de esa transiciôn en 
términos de la intensidad del campo local que 
varia con la frecuencia apropiada.
La probabilidad de la transiciôn se calcula por 
mêtodos de teorla de la radiaciôn (1,8) a partir de la Ha-
miltoniana dependi-nte del tiempo que expresa la interac­
ciôn del sistema de espines con los campos locales fluctuan- 
tes. Para un sistema con dos niveles de energîa, a y 3,
W = I(6|H(t)|o)1^  {1.2.4}
La Hamiltoniana dependiente del tiempo, en el caso de re­
lajaciôn an liquides se toma como una funciôn aleatoria del 
tiempo. Normalmente, es posible separar la Hamiltoniana en 
una parte operador H' (con las constantes atômicas apropia- 
das y los operadores de espin) y una parte dependiente del 
tiempo que expresa los cambios de coordenadas espaciales 
con el tiempo. Es decir,
H(t) = H* F(t) {1.2.5}
donde F(t) es una funciôn aleatoria del tiempo.
La densidad espectral de esta funciôn aleatoria a 
una frecuencia dada, que es proporcional a la intensidad 
del campo fluctuante, viene dada por la transformada de 
Fourier de la funciôn de correlaciôn, g(x), de la funciôn 
aleatoria F(t), en donde
•±y'
g(T) = F(t) F*(t+T) {1.2.6}
y el promedlo se toma sobre todos los valores posibles de 
F(t). La intensidad de la componente que varia con frecuen- 
cia Ü) viene dada por
J(w) =/ g(T) exp(-iwT) dT {1.2.7}
00
y la probabilidad de là transiclôn puede expresarse como;
W^g= (a|H'|g)Z J(w) {1.2.8}
En los cdlculos se supone normalmente que la fun- 
cidn de correlacidn de F(t) es exponencial, con un tiempo 
caracterlstico, el tiempo de correlacidn, qua viene a
ser una medida de la persistencia de las fluctuaciones. En 
este caso,
g(x) = F(t) F* (t) exp(-T/T^ ) {1.2.9}
De esta manera, para un tipo particular de movi- 
miento aleatoric las funciones F(t) son conocidas y pueden 
integrarse. La transformada de Fourier de g(x) proporciona 
entonces el valor de J(w), en funcidn de x , es decirs
J(w) = F(t)F*(t) j exp(-x/x^)exp(-iwx) dx {1.2.10}
Consideremos ahora la expresidn de las cinêticas
de relajacidn (1/T,) y (l/Tg), para un nûcleo i de espin
(1/2) que relaja por acoplamiento dipolar con otro j de 
espin (1/2) del que le sépara una distancia r. Dicho sistema 
formado por dos espines, dando lugar a cuatro estados de
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energla, puede dar lugar a tres translclones segûn la va- 
riacidn de su nûmero cuântico de espin total (Am=0,l,2).
Las partes del operador. H', de la Hamiltoniana para el aco­
plamiento dipolar son, para cada una de estas tres transi- 
ciones
en donde 1+ = I ± il . Y las correspondientes funciones es-
* y
paciales, F(t) vienen dadas por los polinomios de Legendre 
de segundo orden.
Fg = (1-3 cos*9,j)/r3.
F^ = sen e.j COS 6jj exp(-i {1.2.12}
F 2  = senfe.j exp(-2 i
donde y son las coordenadas polares esfêricas
del nûcleo j, relativo al nûcleo i.
Ya que para obtener las funciones de densidad es- 
pectral J(w), hemos de obtener F(t)F*(t), para el caso aqui 
considerado obtendremos fâcilmente ques
F^TtTFjTtT» ^
F, (t)Fj(t) = {1.2.13}
' ' ISr'’
F, (t)F*{t) = —
 ^  ^ 15r
Recurriendo al câlculo de probabilidades de tran-
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sici6n (1,8) obtendremos una serle de ecuaclones para las 
velocldades de relajacidn dipolar (1/T^), (l/T^) segûn 
y sean nûcleos de la misma especie (M), por ejemplo 
y o de distinta especie (D), por ejemplo relajando
por medio de acoplamiento dipolar a ^H:
(I|+l) (j(') (w,)+j^^(2W;)} {1.2.14}
(5^ ) 0 = (Ij+1 ) { i  +
+ ^ j(2)(W;+w.)} {1.2.15}
(^>H= (I,+l) {| jk^^2w,)}{l.2.16}
( ^ ) d= T^^Yjfi^Ijdj+l) {i +
+ I J^’^ u)j)+| } {1.2.17}
siendo:
= F. ^  {1.2.18}
1+W^T^
con k=0,l,2.
De donde se deduce, que para acoplamiento dipolar 
con tendremos
1 3 T 4t
(5 7 ' ° So '
X c I c
I c I c
Pudiendo observer que si se cumple la condicidn de "estre-
2 2
chamiento extreme" (DjT^<<1, obtendremos que (1/T^ ) = (l/T^) , 
es decir, T^zTg. Para el caso de un nûcleo de ^ r e l a -
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jando a través de un mécanisme dipolar con con desaco- 
plamiento continue de protdn, obtendremos:
= --Z  • f, , (T) {1.2.21}
’’1.2 10r®.„ ’>2
donde
/ T. 3t . 6t .
f,(T)=(— — i'-x-ÿ-t-— rr {1.2.22}
\1+<“ c"“ h > ■^c i+wc^c Te
0,5.T. 1,5-t . 3t . 3t .
fjCT) = i.2t +-------- ----------------------------- £— r r
' i + K - “h> Tj 1-^14 1+*:?: i+(Wc-*H) Te
{1.2.23}
En los anteriores razonamientos, para la obtencidn 
de las cinêticas de relajacidn, se han supuesto dos condi- 
ciones:
1) Que el movimiento relativo de cualquier parti­
cule en el sistema de espines y cualquiera otra particule, 
no esté correlacionado. Este supuesto en principio no séria 
vélido, para dos particulas situadas en una misma molécule, 
que se mueve como un cuerpo rigido; sin embargo, fue demos- 
trado por Hubbard (9 ) para un sistema de cuatro espines 
cuyos movimientos estaban correlacionados, que la desvia- 
cidn de una exponencial sencilla para los procesos de rela­
jacidn era menor de un 1%, por lo que se puede suponer, que 
el movimiento al azar en nuestro sistema, no esté correla­
cionado .
2) Que los procesos de relajacidn ocurren en un
tiempo muy largo comparado con los periodos de Larmor. En
nuestro caso los primeros son del orden de 0,1 a 10 seg. y
-8
los segundos del orden de 10 seg.
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1.3. Estudio de la interaccidn de una molécula pequena 
con una macromolëcula por espectroscopla de RMN
I.3.I.- Espectro de RMN para el caso de la existencia 
de intercambio quîmico de un nûcleo entre dos 
posiciones distintas.
La forma y la anchura de las senales de resonancia 
magnética nuclear son sensibles a aquellos procesos dépen- 
dientes del tiempo que ocurren a una velocidad que sea del 
orden de la extensiôn del espectro, medido éste en unida- 
des de frecuencia (Hz).
Consideremos un sistema en el cual un nûcleo pue- 
da estar moviéndose de forma aleatoria entre dos entornos 
distintos a los que corresponderân distintos desplaza- 
mientos quimicos y entre los cuales no exista ningûn tipo 
de acoplamiento de espin. En principio, si la velocidad 
de intercêunbio es lenta, el espectro constarâ de dos se­
nales separadas, mientras que si es suficientemente râ- 
pida, el espectro constaré de una sola senal situada en 
una posicidn intermedia.
La descripciôn cuantitativa de este sistema puede 
llevarse a cabo introduciendo convenientemente algunas 
modificaciones en las ecuaciones de Bloch, expresadas en 
un sistema de ejes que giran siguiendo al campo aplicado 
de radiofrecuencias, .
Sean u y v las componentes transversales de la 
magnetizaciôn M, en la misma direccidn y en una perpen-
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dicular, respectivamente al campo que gira. La compo­
nente V es; como es sabido (1 0 ), proporcional a la inten­
sidad de absorcidn. Si el caunpo oscilante es desprecia- 
ble frente al campo magnêtico externe, H^, la polarizacidn, 
, no cambia apreciablemente respecte a su valor de equi- 
librio, M^, y las ecuaciones para u y v quedan en la forma
siendo w la velocidad de giro del sistema de ejes alrededor 
del eje z .
Estas ecuaciones pueden considerarse como las par­
tes real e imaginaria de una ecuacidn compleja. Si defini- 
mos el momento complejo G como;
G = u + i V
la ecuacidn para G queda
En el caso aqui considerado los nûcleos estân su- 
jetos al mismo campo, H^, pero al estar en distintos en­
tornos, sus constantes de apantallamiento serSn diferentes 
y consecuentemente tambiên lo serân sus frecuencias de re­
sonancia, y Wg. La ecuacidn anterior para el caso de que 
no haya intercambio queda expresada en la forma:
dG.
+ a . G .  = - i Y H , M _ .  { 1 . 3 . 1 }
dGp
^  + «jGg = -1YH,Mob {1.3.2}
en donde
“a = - i("A-w)
“b “
siendo y T^g los tiempos de relajacidn transversal 
del nûcleo considerado, en las posiciones A y B, respec- 
tivamente, en ausencia de intercambio.
En las proximidades de A, G=G^+Gg2G^ y para el 
caso del estado estacionario (dG^/dt)=0, la solucidn de 
la ecuacidn {1.3.1} es
cuya parte imaginaria es:
 ^ . -^«1«o a '^ 2A
La forma de linea es proporcional a |v| y es
g(w) =
[1 +(WA-W)'T<J
y en unidades de frecuencia (Hz)
TZA
9(v) “ — 7 — 2 ----- 7212
(1+4tt (v ^-v ) T^^)
es decir, una lorenciana con mdximo en v=v^, de amplitud 
méxima y de anchura a mi tad de altura Av^^^=1 /ttT2 ^ .
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La intensidad total es proporcional a , es decir,
al campo de radiofrecuencias (siempre que H^) y al 
nûmero total de nûcleos en el sitio A, que contribuyen a 
Una senal anéloga, de intensidad proporcional a 
y de anchura (l/wTgg) se obtendrâ con centro en v=Vg, al 
resolver la ecuacidn {1.3.2}.
Introduzcamos ahora la posibilidad de intercambio, 
para lo cual considérâmes que un nûcleo permanece en la 
posicidn A hasta que repentinamente salta a la otra posi- 
cidn B, o viceversa, despreciândose la precesidn nuclear 
durante el salto. Supongamos que, estando el nûcleo en la 
posicidn A, la probabilidad por unidad de tiempo de que 
se produzca un salto a B (que se considéra constante) es 
(1/t^), con lo que serâ el tiempo de vida media de per- 
manencia del nûcleo en la posicidn A. Anâlogamente, se de­
fine Tg para el sitio B.
Las poblaciones relativas correspondientes a los 
sitios A y B serén:
_ Tft
T^+Tg PB - T^ + Tg
siendo + Pg ® 1 .
Las ecuaciones de Bloch, modificadas por McConnell
(1 0 ) para incluir el intercambio son:
dG.
"ar + "iYHl"oA+TB Gg-Ta {1.3.3}
dG_ , ,
-ar + -^^« 1 «oB+Tb Gg-x;'Gg {1.3.4}
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donde (Xg^Gg) represents el incremento por unidad de 
tiempo de G^ debido a la transferencia de magnetizaciôn 
desde el sitio B al A. Anâlogamente (x~^G^) corresponde a 
la velocidad con que disroinuye la magnetizaciôn en A. La 
solucidn de las ecuaciones {1.3.3} y {1.3.4} para las 
condiciones de "barrido lento" y estado estacionario se 
obtienen haciendo
Dichas ecuaciones quedan, entonces,
®A“A-{l/Tg)Gg = {1.3.5}
{1.3.6}
donde y ag son, ahoras
= (l/Tg^) - i(ü)^ -o)) + (l/T^)
ttg = (l/Tgg) - i(Wg-w)+(l/Tg)
Las soluciones para G^ y Gg son
(1 /T )+p (ag-(l/Tg))
«A = (lA }
*^ B - -a^ag+ilAft) (lAg)
la magnetizaciôn total, G, ess
r = -fYH M + ^
1 o "*A*B+(1/TA^ (l/Tg)
{1.3.7}
La Intensidad de absorcidn a la frecuencia w es, 
como hemos visto, proporcional a v, la parte imaginaria de 
G. Antes de analizar el comportamiento del sistema comple­
te, es conveniente considerar dos situaciones extremas que 
conducen a soluciones simples y que son aquellas en las que 
los tiempos de vida y Tg son o muy grandes o muy peque- 
nos.
- Intercambio lento. Si las cinêticas de inter­
cambio (1 /T^) y (1 /tg) son suficientemente pequenas com- 
paradas con la separaciÔn de frecuencias (w^-Wg), el es­
pectro constarâ de dos senales distintas en la vecindad 
de las frecuencias y Wg. Si la frecuencia de obser- 
vaciên w esté prêxiroa a y suficientemente lejos de Wg,
Gg es ahi prâcticamente cero y al resolver {1.3.5} se 
obtiene:
= A - — 5 7 —
cuya parte imaginaria es
[(1/T2^) + (1/t^)]
Si se hace
(l/T^^) = (1/T2^)+(1/T^^) {1.3,8}
résulta
2A
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y la funcidn de forma de Ifnea, en unidades de frecuenciâ, 
es
TZA
g ( v ) ----------- 2
l+47r^T^‘ (v^-v)^
la cual es anâloga a la obtenida anteriormente para las 
ecuaciones de Bloch sin intercambio, sin mâs que cambiar 
por En la expresiôn del inverso de este ültimo
aparece un término adicional (1/t )^ que ensancha la anchu­
ra de la senal individual. Con centro en Vg tendremos otra 
senal de anchura (l/irT^g). Si es conocido, una medida 
de la anchura de estas senales ensanchadas nos proporcionarâ 
informacidn sobre t^. Este procedimiento es vâlido siempre 
que el ensanchamiento ho sea tan grande como para que las 
senales correspondientes a A y B solapen.
- Intercambio râpido. En el limite de intercambio 
râpido, las correspondientes cinêticas (1 /t^) y (1 /Xg) son 
grandes y la expresiên de G, {1.3.7} queda reducida a;
G — iYH^M^ Pa  ^ )
cuya parte imaginaria es;
T
V = -Yh .M
donde
“m = Pa“a + Pb“b
“ &%(^/^2A)^^b(^/^2B) {1.3.9}
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y la funciôn de forma de linea, en unidades de frecuencia 
(Hz) ;
T.
g(v)  ---- j~ 2------- J-
l+4n^T,_(v_-v)^ zm m
lo que représenta una linea de resonancia centrada sobre 
una frecuencia que es la media pesada de y Vg y con una 
cinética de relajacidn que es también la media de las 
cinêticas individuales.
Si el intercambio no es lo suficientemente râpido 
para dar una coalescencia compléta, la senal centrada 
sobre tendrâ üna anchura mayor que la dada por {1.3.9}. 
Haciendo en {1.3.7} y desarrollando en potencies de
T , se puede obtener una expresidn correspondiente a la 
{1.3.9}, que résulta ser
Experimentalmente, este efecto puede conducir a 
un valor de (l/T^) que es apreciablemente mayor que (1 /T^).
- Velocidad de intercambio intermedia. La tran- 
sicidn de un espectro compuesto por dos lineas a otro de 
una linea ocurre cuando (l/x^) y (1 /tg) son del orden de 
(w^-Wg). La expresidn de la parte imaginaria de la ecuacidn 
{1.3.7} cuando los tiempos de relajacidn transversal 
y Tgg son iguales es s
V  --------------  {1.3.10}
F +R
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donde
Ta^ b
Ta+Tb
Examinemos el slgnlficado de esta complicada ecua­
cidn para un caso senclllo en que se cumplen las slgulen- 
tes condiciones restrictivas:
a) Iguales poblaciones y tiempos de vida en los 
dos estados:
Pa =^b4  T^=Tg=2T
b) Grandes tiempos de relajacidn transversal:
I 1
"^ 2A ^2B
= 0
Elio significa que estcunos tratando con senales cuya an­
chura, en ausencia de interccunbio, es pequena comparada 
con su separacidn.
Bajo estas condiciones limitantes, la parte ima­
ginaria de G es;
1  T(W.-W_ ) 2
V =  Û_J_
2  P "7 2 2  2
^(cO^+Wg)-Ü) “+T (w^-w) (Wg-w)
obtenida sin mâs que sustituir en {1.3.10} las condiciones
-32-
Impuestas. Esta expresidn puede ponerse en términos de fre­
cuencias lo que nos da la forma de la funcidn g(v) ,
t (Va -Vb)^
q(v) = f 1 i 2  2 2 2 2
^(Va+Vb)-v[ +4tt t (v^-v) (Vg-v)
{1.3.11}
De esta expresidn queda claro que la forma de la funcidn 
depende solamente del producto T(v^-Vg), y es fâcil ver que 
para grandes t se obtienen dos lineas centradas en y Vg,
mientras que para pequenos t se obtiene una sola linea si-
2
tuada a la frecuencia intermedia. El valor de T= %— ,----- r
2 it(vA-Ve)
es un valor critico para el que se produce la coalescencia 
de los picos en una senal ancha. Para valores inferiores 
de T se produce un progresivo estrechamiento de la linea. 
Para t relativamente grandes habrâ un ensanchamiento de 
las lineas individuales, pudiendo determinarse a partir 
de éste los valores de aquél utilizando la expresidn 
{1.3.8} siempre que se cumplan las condiciones impuestas 
anteriormente.
En la regidn de coalescencia parcial, el producto 
T(v^-Vg) puede estimarse por comparacidn del espectro ob- 
servado con la forma de una serie de curvas calculadas 
variando ?(v^-Vg), o bien, comparando la posicidn entre las 
posiciones de los dos mâximos con la separacidn bajo las 
condiciones de intercambio lento. Puede demostrarse fâ­
cilmente a partir de {1.3.11} que esta relacidn, r, es
1 / 2
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I.3.2.- Equilibrlos de asociaciôn entre una molécula 
pequena y una macromolëcula.
Despuës de este tratamiento general, en el que se 
ha visto la dependencia de la forma del espectro de reso­
nancia para el caso de intercambio de un nûcleo entre dos 
posiciones distintas, pasemos a considerar en detalle el 
caso particular del equilibrio de asociaciën entre una 
molécula pequena (antibiëtico, inhibidor, etc.) con una 
macromolëcula (ribosoma, enzima, etc.). La reacciôn es:
^tl
A + M " AM
^-1
y en el equilibrio, K = • El complejo AM se hace y
se deshace con velocidades que son, respectivamente, y 
K_y . Normalmente se observa sëlo el espectro del protën 
de A, el cual mostrarâ variaciones en cuanto a la frecuen­
cia de resonancia de la senal correspondiente y de su an­
chura, anâlogas a las consideradas en el capitule anterior, 
y dependientes de las cinêticas en el equilibrio, y
K.,.
La ecuaciën cinética de formaciën de AM es:
4 ^  = k, [A] [m ]
que puede ponerse
= K-i [a m ]
por tanto.
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Por otro lado, las poblaciones en el equilibrio son
Pa “ ^  y =
en donde [a ]^ es la concentracidn inicial de A. Los tiem­
pos de vida y x^ son proporcionales a las correspondien­
tes poblaciones
" "'A
luego
(l/T.) = (^) {1.3.12}
" Pa
La variacldn de x^ con la temperatura viene dada
por  ^ AS*x
- X  > {1.3.13}
donde AH e AS son respectivamente los incrementos de 
entalpia y entropia correspondientes al complejo activado 
del equilibrio de asociaciôn.
Las ecuaciones {1.3.3} y {1.3.4}, para el estado 
estacionario pueden ponerse:
“a« a = -i y h ,m ^a
-(l/TA)GA-Ha„G„ =
en donde a. y son, como anteriormente,A M
“a = (l/T2 A) + (l/TA)-iA(ÜA 
y, en donde, se ha puesto
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Aü)^  = w -
Aw^ = w -
La soluclôn de las ecuaciones anteriores para
es:
_ iYH,(M,AaM+M,M(l/XM))
A "0^0%+
En Espectroscopla de RMN, estos equilibrlos se miden nor- 
malmente en unas condiciones de concentraciôn, taies que
que M^^»M^^, Pa>>PM y, por tanto, 
(1/t^)<< (1/t^). En estas condiciones la expresidn de G^ 
en una buena aproximacidn eS:
La zona que se observa en estos experimentos es 
la que esté cerca de la resonancia de A. Se puede demos- 
trar por un anâlisis detallado de los distintos términos
(1 1 ) que, para esta regidn del espectro, la magnetizaciôn 
total G(=G^+G^) viene dada en muy buena aproximacidn por 
G^. G^ contribuirla apreciablemente si M tuviera su reso­
nancia en esta regidn del espectro y unos tiempos de vida 
extremadamente grandes. Aün asl, su efecto sdlo aparecerla 
sobre un pequeno intervalo de frecuencias, es decir, darla 
lugar a una senal muy fina y poco intensa superpuesta a 
una senal ancha. Si se escribe G como una senal pura A y 
reordenada, queda:
-i^»l“oA
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y la componente imaginaria v:
A
V = -YH.M
donde
 ^ A^+B^
. 1  V  / 1  \ *2 M 'M "2 M
t 'B = Aü)^  + ■ ■  ...... J
El primer término del denominador entre paréntesis 
y là parte del numerador entre paréntesis son esencial- 
mente independientes de la frecuencia en la regidn de in- 
terés (w2 w^), bien porque Aw^ sea grande y su valor por- 
centual varie muy poco, con lo que puede considerarse cons­
tante, o bien porque -Aw^ sea pequeno en cuyo caso su con- 
tribucidn es pequena y puede despreciarse. El valor de v 
serâ mâximo para la frecuencia en que se anule el segundo 
término del denominador,
-Ao)„(1/t .) (1/t )^
Aü). = -jp----------------- 5--- 5Y  {1.3.14}
[[(l/T2 „) + (l/T„)]^Aa>2 ]
y la magnitud (l/Tg), relacionada con la anchura a mitad 
de altura, Aw^^y^) ® 2(1/TJ) ( s e g p u e d e  hallarse encon- 
trando un valor de Aw^ que corresponda a una intensidad 
igual a v/2. Representando por (l/Tg^) la diferencia 
(l/T^)*-(l/T^^) se obtiene:
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[(l/T )*+(l/T ) (1/ t„)+Au J]
(1 /T 2 p).(l/Tg)ix— ^  ?.ÎL H..... Hi
que, haciendo uso de {1.3.12} y teniendo en cuenta que
, queda
(l/T,p)=p„(l/T„)-x AÜ------------. ? n.. {1.3.15}
[ [ ( 1/ T 2„ )  + (1/ t „ ) 1^  Aw%]
De acuerdo con esta ecuacidn el exceso de anchura (I/ttT^ ) 
Hz, mostrada por la senal A en presencia de M respecto a 
cuando esté ausente depende de los siguientes factores: 
la poblacidn de M, que viene dada por la constante de 
equilibrio de asociacidn, la cinética del intercambio 
(1 /T^), la cinética de relajacidn correspondiente al sitio 
ligado (l/Tg^j y» por ültimo, la diferencia entre las fre­
cuencias de resonancia del protdn en los sitios libre y 
ligado.
Un tratamiento anâlogo al realizado para (l/T^) 
puede llevarse a cabo para (1/T^) partiendo de la ecuacidn 
de Bloch que describe el comportamiento de la componente 
de la magnetizacidn (5). Después de aplicar las res- 
tricciones introducidas, principalmente el hecho de que 
M0M<<"oA' 9 «eda
(1/T,„)»p„ ryy7-' v?7v?,A--xi {1.3.16}'p'-'H
Es interesante hacer notar que las expresiones de (l/T^ ,^ )
y (1 /T^^) difieren solo en la presencia de los términos
2
dependientes de la frecuencia en la primera. En case 
de que no exista ésta, o ella sea despreciable frente a
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los términos de {1.3.15} ambas expresiones tienen la misma 
forma.
En casos favorables, pues, la medida de (l/T^p) 
para distintas concentraciones iniciales de A y M, y a dis­
tintas tempefaturas, complementadas, en su caso, con la me- 
dida de (1 /T^p) y, a ser posible, a distintas frecuencias 
de operacién, nois permitiria obtener informacidn acerca de 
la constante de equilibrio, K, las constantes cinêticas, 
y k_,, asl como de la magnitud de la relajacidn en el 
sitio unido (1/T^^) e, incluso, de la diferencia entre las 
frecuencias de resonancia en ambos sitios.
Admitiendo que la relajacidn en el sitio ligado 
tenga lugar por el mecanismo de interaccidn dipolo-dipolo, 
ya sea intramolecular (por interaccidn con otro nûcleo de 
la propia molécula) o intermolecular (por interaccidn con 
otro nûcleo de la macromolëcula, las expresiones le (1 /T^^) 
y (l/T^ j^ ) son:
^  (Te)
(^/^2 M ) ° A  ^  ^  ^2 (Tc)
donde es la relacidn giromagnética del protdn y r es la 
distancia del nûcleo en consideracidn a otros nûcleos cer- 
canos. es el tiempo de correlacidn correspondiente a la 
molécula unida a M, y las funciones f^ y f^ son:
T 4t
f, (T.) =  f-ô- +  f-T {1.3.17}
' i+(Pt x : i+4(ü;t ^l e  l e
5t 2t
f,(T.) = 3t + ---f ^ +   |-y {1.3.18}
 ^ i+w:T i+4oj;t„I C 1 c
Si se dispone de valores de (1/T^^) y (l/T^^) para uno o 
varios nûcleos de A, pueden inferirse sus correspondientes 
tiempos de correlacidn, t^, asi como la naturaleza intra o 
intermolecular de la relajacidn. Todo ello contribuye a des- 
cribir en términos dinémicos y estructurales la naturaleza 
del complejo AM.
Desgraciadamente, los casos reales, no se presen- 
tan tan favorablemante como para poder extraer toda esta 
informacidn existiendo de hecho mûltiples limitaciones, 
por ejemplo, en los intervalos de concentracidn y tempera- 
tura en los que es posible moverse, con lo que la informa­
cidn a obtener puede reducirse seriamente.
En la expresidn {1.3.15} sdlo depende de las 
concentraciones iniciales, por lo que una adecuada serie 
de experimentos en que se varien éstas y se midan los 
incrementos de las anchuras (l/Tg^) de las lineas de A 
puede proporcionarnos y, por tanto, la constante de 
equilibrio K, que puede compararse con la determinada por 
otros métodos. En caso de que exista un especial condicio- 
namiento del sistema a medir que impida esta deterroinacidn, 
hay que recurrir a introducir el valor de K medido por 
otras técnicas. Como resultado adicional del experimento 
anterior se obtendrâ también un valor para todo lo que mul­
tiplies a en {1.3.15}. La utilizacién de este valor en
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2
la deterrainaciôn de (l/Tg^)r (1 /?%) Y depende mucho de 
los valores relatives de éstos y, para ello, es instructive 
considerar la variaciôn de las ecuaciones {1.3.15} y {1.3.16} 
con el inverso de la temperature (12). Esta afectarâ prin­
cipalmente a la cinética de intercambio (l/x^) y su efecto
viene expresado por {1.3.13}. La diferencia de frecuencias 
2
Aü)j^ suele considerarse independiente de la temperature. En 
todo caso su variaciôn con ésta suele ser pequena. La ciné­
tica de relajacidn en M (1/T^^) depende de la temperatura 
ya que es funci^n de ella, aceptândose para su variaciôn 
una ecuaciôn de activaciôn anâloga a la {1.3.13}.
En la figura 1, se ilustra la variaciôn de (1/T^^) 
y (1/T. ) con el inverso de la temperatura. En ella, pue-zp
den distinguirse claramente tres regiones que considerare- 
mos por separado.
Regiôn I. Intercambio lento.
En esta regiôn la cinética de intercambio (l/r^) 
es lenta y pueden despreciarse los términos del numerador 
y denominador de {1.3.15} en que ella aparece. Los valores 
de (l/T^p) y (1 /T^ .^ ) son iguales y dependen sôlo de p^ y 
de (l/T^):
(1 /T,p) = (l/Tzp) =
En las condiciones que prevalecen en estos experimentos, 
en los que [A^]>>[M^], y para constantes de asociaciôn re- 
lativcunente grandes, p^ puede considerarse constante o, en 
todo caso, su variaciôn con respecto a la Temperatura es 
muy pequena respecto a la que sufre (1/t „). Por tanto, al
0,30
Regiôn IRegiôn II
0,20
0,10
3lO 315 4.0
Figura 1. Variaciôn de y (1/T^^) con el inverso de
la temperatura
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auxnentar la temperatura, y aumentar consecuentemente la ci­
nética de intercambio (l/r^) aumentan también (1 /T^p) y 
(l/Tgp). Un estudio a distintas temperatures en esta re- 
giôn puede conducir a la determinacién de AH y AS , ental- 
pias y entropies de activaciôn correspondientes al complejo 
activado de asociaciôn. Si se miden las senales de distintos 
protones de A, para todas allas han de obtenerse los mismos 
valores de (l/T^^) y (l/T^p). La posiciôn del méximo de la 
senal que se observa viene dada por {1.3.14} que, para las 
condicidrles que rigen en esta regiôn, es Aw.=0, es decir,
i ^
la sériai penklanece en la posiciôn correspondiente a la fre­
cuencia de resonancia del sitio libre A, y no cambia con 
la temperatura.
Regiôn II. Intercambio râpido.
En esta regiôn, la cinética de intercambio (1/t^)
es muy grande comparada a los restantes términos del nume-
*2 M^  yrador y denominador de {1.3.15}, es decir, (l/T,.) y Aw*.
En ese caso (1/T^p) y (l/T^p) vienen dados por;
(1 /T 2 p) = Pm( 1 /T 2 „)
es decir, la relajaciôn viene dictada por la relajaciôn en 
el sitio M. Para el caso que t^<<(1/o)j ) (véase {1.3.17} y 
{1.3.18}), en donde, es el tiempo de correlaciôn corres­
pondiente al complejo AM y la frecuencia de operaciôn, 
los valores de (1/T^^) y (l/Tg^) coinciden. En contraposi- 
ciôn al caso anterior, en éste, cuando se aumenta la tempe-
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ratura dlsmlnuyen (l/T^^) y (l/T^p)/ siempre que se cumpla 
la anterior condiciôn.
Un estudio a distintas temperatures en esta re­
giôn puede conducir a la determinaciôn de AH* y AS* para 
el proceso de reorientaciôn del complejo AM. Si se miden 
senales de distintos protones de A, para cada una de ellas 
se obtendrén, en general, distintos valores de (1 /T^p) =
» (l/Tjp), que pueden reflejar los distintos tiempos de 
correlaciôn de los correspondientes nûcleos, o bien, las 
diferencias que muestran en cuanto al nûmero y proximidad 
de otros nûcleos en el com&lejo.
La posiciôn del mâximo de la senal que se observa 
viene dada por {1.3.14} que, para las condiciones que ri­
gen en esta regiôn se reduce a:
A^a = p^ Aw^ {1.3.19}
es decir, el mâximo se obtiene a una frecuencia que es la 
media ponderada de las frecuencias de resonancia en los 
sitios libre y ligado, y no cambia con la temperatura.
Regiôn III. Intercaumbio intermedio.
Es la regiôn en que estâ incluldo el mâximo de 
(1/T^p). Se caractérisa porque, en ella, los valores de 
(1/T^p) y (lAgp)' siempre que Aw^^O, son diferentes. Con­
sideremos, sin embargo, en primer lugar, por su sencillez 
el caso en que Aw^=0 .
La expresiôn de (1/T^p) es {1.3.16} y la de (l/Tgp) 
su anâloga
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(l/T ) (1/t )
(l/Tjp) = p„ (l/*2 )^ + (l/TM)
y la relajacl6 n vendrâ determlnada por la magnitud relativa
de (1/T__) y (1/t ^). La variacidn con la temperatura de 
Z n n
(1/T_ ) nos indicard quê término domina. Asi si (1/T )
zp zp
crece con la temperatura, ello es indicative de que su va­
lor dependerd s61o de (1 /?^), para lo cual es necesario
que (1/t ^ )<<(1/T_^), es decir, qüe la cinêtica de intercam- 
M Z M
bio sea lenta y inucho menor que la relajacidn en M. Lo con­
trario sucede cuando decrece con la temperatura. Un
slntoma inequlvoco de estar situados en esta segunda zona 
es el hecho de obtener diferentes valores de (l/T^^) para 
distintos protones de A.
Cuando el valor de aûn no siendo nulo, es
pequeno en relaciôn con (l/T^^) y (1 /t^), es decir,
Ao)j^ << (l/Tjj^) r (1/T^), la situaciôn puede asimilarse al 
caso anterior.
Si se obtienen valores de (l/T^^) significativa-
mente menores que los obtenidos para (l/T^p), siempre que
se cumpla que t ^<<(1/Wj ) en {1.3.17} y {1.3.18}, ello es
indicative de que el término es comparable a (l/T^ j^ )^ o
a (l/T.). Existe un valor de (1/t ) que hace mdximo a n m
(l/?2 p) y si se cumple que l/T2 ^<<Aw, este valor es 
(l/t^)=Aw^.
La zona de la regién III cercana a la I depende 
poco de la frecuencia de operacidn y en ella (1 /T 2 p) crece
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ccn la temperatura. La zona préxima a II, sin embargo, es 
muy sensible a la frecuencia, y dado que en dicha zona pue­
de considerarse ya que (l/T^)>>Aw^, résulta para (l/T^p)
2
Awf
y si (1/T2„) (1/t„)«4ü)^,
(l/Tjp) = (l/T^)
es decir, que (l/Tgp) depende del cuadrado de la diferen- 
cia de frecuencias, Aw^^
Cuando el valor de Aw^ es muy grande, &w^>>(l/T^), 
(l/Tg^) r la situaciôn es anâloga a la regidn de interceunbio 
lento, es decir,
(l/T^p) = p^
En la regidn de intercambio intermedio, se produ­
ce un progresivo desplazamiento de la posiciôn del mdximo 
de la resonancia observada, cuando se aumenta la tempera­
tura, desde la posiciôn correspondiente al sitio libre A, 
a la que viene dada por la media ponderada de A y M.
Si la condicidn t ^<<(1/ü)j ) en las expresiones 
{1.3.17} y {1.3.18} no se cumple, es decir, si operamos 
con una frecuencia instrumental pequena y la macromolêcula 
tiene un peso molecular muy grande, no es de esperar ob­
tener los mismos valores de (l/T^p) y (1/T^p), aûn en el 
caso de encontrarnos en la regiôn II, de intercambio rd- 
pido. Normalmente, se obtendrdn valores mucho mayores para
(l/Tjp) que para (1/T^p), dependiendo este ûltlmo en gran 
medida de la frecuencia de operaciôn y de su relacidn con 
el valor de
Las curvas de la varlacidn de (l/T^p) y (1/T^p) 
con la temperatura que son de esperar para el caso en que 
no se cumpla la condicidn t ^«(1/ ü)ij) son las que se ilus- 
tran en la fig. 2.
3.5
i îO ^  ( K “^)
Figura 2. Variaciôn de (l/T^^) y (l/T^^) con el inverso de la 
temperatura en el caso que no se cumple le condiciôn
de estrechamiento extreme.
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1.4. Ribosomas y slntesis proteica
1.4.1.- Ribosomas de Escherichia.-coli.
Los ribosomas (13) son los orgânulos celulares 
donde se lleva a cabo la sintesis de proteînas (14 y 15).
En Escherichia coli y en los demâs organismes procariô- 
ticos, as! como en las mitocondrias, los ribosomas tienen 
un peso molecular.aproximado de 2,6x10^. Poseen en su for­
ma mâs compacta un coeficiente de sedimentaciôn aproximado 
de 70 unidades Svedberg (70S). Estân compuestos de dos 
subunidades desiguales: una mayor, que sedimenta a SOS y 
contiene el centro catalitico formador de los enlaces pep- 
tidicos (la peptidil transferasa). Y una menor, que sedi­
menta a SOS y fija el RNA mensajero. Ambas subunidades son 
agregados de proteînas y RNA, pudiendo ser identificadas 
(16) las 34 proteînas de la subunidad SOS (SI, S2...S34) y 
las 21 de la subunidad 30S (Ll, L2...L21) adoptândose una 
nomenclatura comûn de acuerdo a sus movilidades electro- 
foréticas. Todas las proteînas ribosdmicas son distintas 
y se hallan en un mâximo de una copia por ribosoma, a ex-
cepcidn de L7 y Ll2, oscilando sus pesos moleculares entre 
k h1 ,0x10 y 6,5x10 siendo los mâs comunes alrededor de 
1,5x10^. Por lo que respecta a los rRNAs se han identifi- 
cado 2 especies (23S y SS RNA) en la subunidad mayor y 1 
especie (16S RNA) en la menor. La estructura del ribosoma 
se halla fuertemente influenciada por la concentracidn de 
Mg^^ en la soluciôn; asî, por ejemplo, a concentraciones 
10 mM de Mg*^ la mayorîa de los ribosomas sedimentan a 70S,
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pero al bajar esta concentraciôn entre 1 y 0,1 mM, éstos 
se dlsocian en sus subunidades, siendo el proceso reversi­
ble, ya que al restituir la concentraciôn inicial de Mg** 
las partîculas 70S vuelven a formarse. A concentraciones 
inferiores a 0,1 mM de Mg^^ se produce un desdoblamiento 
o apertura de las subunidades 30S y 50S. Asî pues el Mg** 
es esencial para mantener las dos subunidades unidas en su 
estructura compacta y funcional. El Mg^^ fijado a los ri­
bosomas (a los grupos fosfato del RNA) puede ser despla- 
zado por otros cationes como Ca^*, Na^, o NH^, sin em­
bargo la estructura o configuraciôn del ribosoma cambia 
segûn cuales sean los iones que neutralizan las cargas del 
RNA y soleunente ciertas combinaciones de cationes a con­
centraciones apropiadas permiten la configuraciôn adecuada 
para la actividad de la partîcula. Asî Mg** entre 7 y 11 
mM y o NH^ entre 50 y 100 mM, son condiciones que per­
miten "in vitro" actividades ôptimas en la traducciôn de 
mensajeros naturales. Las concentraciones altas de catio­
nes monovalentes inducen el desdoblamiento de los ribosomas 
e incluso el desprendimiento de las proteînas ribosômicas. 
Una descripciôn estructural de las subunidades se consiguiô 
fundamentalmente de datos hidrodinâmicos y de dispersion 
de rayos X obtenidos por Anderegg and Van Holde (17).
La subunidad 30S tiene una masa anhidro de 0,9 
(±0,3)xl0* daltons, siendo una partîcula relativamente 
asimétrica, asemejândose a un elipsoide de revoluciôn a-
o
chatado o bien a un cilindro con dimensiones 56x224x224 A,
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6que corresponde a un volumen hidratado de 1,5x10 , con-
teniendo 0,39 gramos de agua por gramo de ribonucleoproteina 
atrapada dentro de la partîcula. Al menos un 90% de este 
volumen estâ süficientemente empaquetado que puede excluir
o
moléculas de 10 A taies como sacarosa. La subunidad 50S 
tiene una masa anhidra de 1,55x10^ daltons, es mâs simétri- 
ca que la 30S y existen diferentes modelos que encajan con 
los datos expérimentales, como son un elipsoide triaxial 
130x175x259 A; un cilindro elîptico 121x162x194 A; y un
o
elipsoide de revoluciôn 225x225x113 A. Los très modelos
6  ° 3dan un volumen hidratado muy prôximo a 3 x 10 A , con 
0,40 gr de agua por gramo de ribonucleoproteina atrapada 
dentro de la partîcula, siendo mâs del 80% del volumen im­
permeable a sacarosa. Parece haber quedado demostrado (18) 
que las regiones helicoidales del rRNA son muy importantes 
para la fijaciôn de las proteînas. Schaup, Green y Kurlad 
(19) han mostrado que S4, S7, SS, S15, S17 y 820 se unen 
al 168 RNA, sin embargo 817 lo hace de forma inespecîfica. 
Por lo que respecta a la subunidad 508 se han identificado 
L2, L6, L16, L17, L19, L20, L23 y L24 como proteînas con 
afinidad por el 238 RNA, mientras que L2, L6, LIS y L25 la 
tienen por el 58 RNA (20). El hecho de qu«. todas las pro­
teînas ribosômicas interaccionan con sus correspondientes 
anticuerpos, junto con consideraciones de hidrataciôn hacen 
suponer que al menos en la subunidad 308, las proteînas de- 
ben formar una capa monomolecular mantenida toda ella unida 
mâs o menos directamente por el rRNA. La estructura de la 
subunidad 508 parece algo mâs complicada.
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Por têcnicas de marcaje por afinidad, se han po- 
dido localizar las proteînas L2, L U ,  L16 y L27 cerca del 
centro peptidyl transferasa (21).
1.4.2.- Biosîntesis de proteînas.
La biosîntesis de proteînas tiene lugar en las
bacterias a nivel de sus ribosomas que contienen un 60%
de RNA y 40% de proteînas y se caracteriza por un coefi­
ciente de sedimentaciôn 70S. En el proceso se pueden dis- 
tinguir claramente très etapas: iniciaciôn, elongaciôn y 
terminaciôn.
La fase de iniciaciôn se caracteriza por la diso- 
ciaciôn de la unidad 70S, en las subunidades 50S y 30S, a 
e-ta ûltima seunirân el mRNA y el formil metionil-tRNA 
(fMet-tRNA) formando un complejo de iniciaciôn, el cual se 
asocia firmemente con la subunidad 50S y produce el riboso­
ma funcional 70S. La presencia de très factores de inicia­
ciôn (IFl, IF2, IF3) asî con la de GTP es indispensable para 
la verificaciôn de esta etapa. .
Mediante el anticodon del tRNA se reconoce el tri-
plete nucleotîdico del codon correspondiente del mRNA. Esta 
interacciôn estâ especîficamente estabilizada por la sub­
unidad ribosômica 30S. Otras partes del t-RNA interaccionan 
con la subunidad 50S. El f-Met-tRNA se fija en la iniciaciôn 
al sitio "P" del ribosoma (ver fig. 3) dirigido por el tri­
ple te del mRNA que lo codifica y que contiene las bases 
A(adenina), ü(uracilo) y G(guanina) en este orden. Quedando 
el sitio "A" libre para que se fije AA^-tRNA^ (aminoacil-tRNA
primero). Entonces tiene lugar la formaciôn del enlace pep- 
tidico catalizado por la actividad peptidil transferasa de 
la subunidad ribosômica 50S, transfiriêndose el f-Met de 
tal manera que el grupo -COOH de la metionina se fija al 
grupo a-amino del aminoâcido AA^ del AA^-t-RNA^ fijado en 
el sitio A, Hay a continuaciôn una translocaciôn de f-Met- 
AA^-tRNA^ del sitio "A" al sitio "P" del ribosoma, estando 
ac p ,ado el movimiento del mRNA al movimiento del f-Met- 
AA^-tRNA^. Entonces el tRNA descargado de su formilmetionil 
se sépara y deja libre el sitio "P". El sitio "A" queda 
entonces libre y se fijarâ en el mismo AA 2 "tRNA2  (aminoacil 
tRNA segundo) en un paso similar al de fijaciôn de AA^-tRNA^ 
La peptidil transferasa cataliza de nuevo la formaciôn del 
enlace peptidico, formândose F-met-AA^-AA2 "tRNA2  fijado al 
sitio "A". De-esta manera continûa el ribosoma "leyendo" 
todos los tripletes del mRNA. En el proceso de elongaciôn 
se requieren GTP y très factores proteicos, llamados E F Tu, 
E F Ts, y E F G que se encuentran en la fracciôn soluble 
de la cëlula,los factores EFTu y EFTs pueden asociarse, y 
de esta forma se les llama EFT,
La fase de terminaciôn tiene lugar cuando en la 
secuencia de lectura del mRNA, se encuentra un triplete 
"sin sentido", es decir que no codifica la incorporaciôn de 
ningûn aminoacil-tRNA.
La liberaciôn del polipeptidil-tRNA del ribosoma 
cuando se ha llegado a un codon de terminaciôn, es inducido 
por un factor de liberaciôn proteica especifico (factor RF
—53"
que se fraccionô en dos RFl y RF2, requlriêndose cada uno 
de ellos segûn cuales fueran los tripletes sin sentido de 
terminaciôn) que estâ unido al ribosoma e induce que la 
peptidil transferasa provoque la hidrôlisis del enlace êster 
existente entre el polipeptido y el tRNA. Y un tercer factor 
RF3, que por si solo no ténia actividad, pero que estimula- 
ba la uniôn de los factores RFl y RF2 al triplete terminador 
correspondiente. El ribosoma 70S se aparta entonces del 
mRNA y queda libre, pudiendo entrar nuevamente en el ciclo.
50s
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30s I I I
Peptidil
transferasa
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fI
Met
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Formaciôn de 
enlace peptfdîco
f
I
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MetAA,
I
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Figura 3. Esquema simplificado de biosîntesis de proteinas en 
ribosomas de E. coli.
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1.5. Inhibiciôn de biosîntesis de proteînas por antibiôti- 
cos que actüan sobre el centro peptidil transferasa
La formaciôn del enlace peptido en la slntesis de 
proteînas tiene lugar por la uniôn del grupo carboxilo en 
el C terminal del residuo peptidico en el sitio P ribosô- 
mico con el grupo a-NH^ del aminoâcido fijado en el sitio 
A ribosômico.
El centro enzimStico catalizador de dicha reacciôn 
se conoce como centro peptidil transferasa. Ya que dicho 
centro estâ también implicado en la actividad hidrolltica 
peptidil-tRNA asociado con la fase de terminaciôn, cuales- 
quiera condiciones que bloqueen la actividad peptidil trans­
ferasa bloquearân también la hidrôlisis peptidil-tRNA (22 
y 23) .
Con el fin de disponer de un modelo experimental 
para el estudio de la etapa de formaciôn de enlace pepti­
dico, independiente de otras reacciones que conducen a la 
slntesis de proteinas, se ideô un sistema basândose en el 
antibiôtico puromicina, que es un anâlogo estructural de 
la parte 3 '-terminal aminoacil-adenosina del aminoacil-tRNA 
y un sustrato aceptor conveniente para la formaciôn del 
enlace peptidico en una reacciôn en la cual el grupo 
a-NH^ de la puromicina se une al C terminal del grupo pep­
tidico (Reacciôn de la Puromicina). Como la puromicina 
carece de la parte de la molêcula de aminoacil-tRNA res­
ponsable de la interacciôn con el mRNA, en la subunidad
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30S y probablemente con algunos sitios de la subunidad 60S, 
el producto de la reacciôn (peptidil-puromicina) queda li­
bre de! ribosoma y se interrumpe el alargamiento de la cade- 
na polipeptidica. Esta reacciôn que ocurre sobre la sub­
unidad 50S no requiere GTP ni factores del sobrenadante, 
sin embargo depende fuertemente de la presencia de cationes 
monovalentes y divalentes.
La localizaciôn del centro peptidil transferasa 
sobre la subunidad se ha demostrado por la formaciôn de en­
lace peptidico en un sistema muy simplificado descrito 
como 'Reacciôn del fragmenteV y que consiste en que los 
fragmentes terminales CACCA-, AACCA-, ACCA- y CCA-Met f 
del fMet-tRNAp reaccionan con la puromicina para dar 
fMet-puromicina. Esta reacciôn sôlo requiere la subunidad 
mayor, cationes monovalentes y divalentes y bien metanol o 
etanol.
En el estudio de una serie de partîculas carentes 
de determinadas proteinas (a,$,Y cores), se pudo demostrar 
que se requiere a la protelna L16, para la uniôn con clo- 
ranfenicol, igualmente LIS parece estar implicado en la 
actividad peptidil transferasa, sin embargo otras proteinas 
distintas de LIS y L16, también podrlan estar implicadas 
en la actividad peptidil transferasa, ya que Y-cores, que 
carecen de dichas proteinas, enlaza aün a |^h | puromicina 
y CACCA-Leu-Ac.
Estudios de etiquetamiento por afinidad han suge-
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rido que las proteinas L2 y L27 (Sonenberg et al.);(Pelle­
grini et al.), L16 y L24 (Pongs et al.); L13, L14, LIS, L16 
y L27 (Czernilofsky y Kuechler) estân implicados en la 
uniôn del sustrato al centro peptidil transferasa de ribo­
somas de E . coli.
El 5S RNA se requiere para la actividad peptidil 
transferasa de la subunidad SOS, ya que particules recons- 
tituldas sin SS RNA no son activas en la formaciôn del 
enlace peptidico. Sin embargo, el extremo 3* del SS RNA 
puede ser modificado sin afectar la actividad peptidil 
transferasa.
La evidencia para la interacciôn de un antibiô­
tico con el centro peptidil transferasa, ha sido obtenida 
de los siguientes criterios; a) Efecto inhibidor sobre la 
formaciôn del enlace peptidico y (G) sobre la uniôn al 
sustrato. b) Uniôn directa de inhibidores a los ribosomas 
o a sus subunidades. c) Inhibiciôn de la uniôn a ribosomas 
de inhibidores de la formaciôn del enlace peptidico. d) I- 
dentificaciôn de algunos componentes ribosômicos comunes 
para el centro peptidil transferasa y el sitio (o sitios) 
de uniôn de los inhibidores. Hay que tener en cuenta que 
algunos inhibidores pueden bloquear la actividad peptidil 
transferasa en determinadas condiciones sin actuar sobre 
el centro peptidil transferasa, ya que el ribosoma sufre 
importantes cambios conformacionales durante la translaciôn
Tanto puromicina como gougerotina, inhiben la 
reacciôn del fragmente y ha sido demostrado que poseen un
- 5 8 -
solo sitio de interacciôn de alta afinidad sobre el ribo­
soma, y por consiguiente, un ûnico centro peptidil trans­
ferasa. A concentraciones muy altas del antibiôtico, hay 
una significante desviaciôn de la linearidad en los plots 
de Sctatchard, ya que existen otros sitios de uniôn para 
el antibiôtico con mucha menor afinidad. Harris y Symons 
(24) han descrito un detallado modelo del centro activo 
peptidil transferasa de E. coli, cuyos resultados aclarah 
convenientemente la acciôn de los antibiôticos inhibidores 
a este nivel.
El sitio A o sitio aceptor de peptidil transferasa 
es el responsable de la uniôn del extremo 3'-terminal del 
amino-acil-tRNA durante la formaciôn del enlace peptidico 
y se pueden diferenciar dentro de"ôl los siguientes sitios:
a) Un sitio hidrofôbico (I), el cual es relativamente espe­
cifico para la uniôn de los grupos R aminoacilo aromâticos 
de la A-L-Phe, A-L-tyr y de la L-phe, S-benzyl-L-cisy y 
0-benzyl-L-ser anâlogos aminoacilicos de puromicina. Este 
sitio estâ implicado en la uniôn del grupo p-metoxi-benzyl 
de puromicina.
b) Un sitio hidrofilico (II), el cual estâ implicado en la 
uniôn por via de una atracciôn culombiana entre un grupo 
cargado negativamente del ribosoma (por ejemplo un a-, 3 - 
o Y- carboxil o un grupo fosforil) y los siguientes grupos 
cargados positivamente: el grupo metilguanidinio de la 
blasticidina S y el grupo E-amino de la c  e t r c ptricina,
2'(3*)-0-L-Lysil adenosina y a-M-tosil-L-lisil clorometil-
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cetona. El grupo no cargado 6 -metiluracilo de la esparso- 
mlclna y el grupo ureido de la 3 '-N-homocitrullil-3' amino- 
adenoslna pueden teunblén unirse por puente de hldrdgeno a 
este sitio.
c) Sitio III, para la uniôn de la adenina 3*-terminal del 
aminoacil-tRNA, la dimetilademina de puromicina, la hipoxan- 
tina de I-L-phe, la citosina de C-L-phe, blasticidina S, 
gougerotina y amicetina, y el grupo heterociclico de la 
estreptricina.
d) Sitio IV, especifico para la uniôn del penûltimo 3*- 
residuo (3*-CMP) del aminoacil-tRNA.
e) Sitio IVa, para la uniôn, por medio de una atracciôn 
culombiana a un grupo R positivamente cargado de lisina 
o arginina sobre el ribosoma del primer grupo fosforil 
del extremo 3* del aminoacil-tRNA y del grupo 5 '-carboxil 
de la blasticidina S. Ademâs el grupo S'-amida de gouge­
rotina puede enlazar por enlace de hidrôgeno a este sitio, 
esto es consistente con la drâstica reducciôn de la acti­
vidad inhibidora de los anâlogos de gougerotina, carentes 
del grupo amida.
f) Sitio V , especifico para el tercer nucleotido (3'-CMP) 
del extremo 3' del aminoacil-tRNA.
El sitio P o sitio dador de la peptidil transfe­
rasa, es el responsable de la uniôn del extremo 3 '-terminal 
del peptidil-tRNA durante la formaciôn del enlace pepti­
dico. Detalles sobre la especificidad del sustrato en el
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sitio P fueron estudiados con varios a-M-acil-aminoacil- 
oligonucleotidos como dadores en la reacciôn del fragme , 
en la cual es esencial la presencia de grupo a-amino blo- 
queado, para una mayor actividad, frente a los derivados 
no bloqueados.
Se han propuesto los siguientes sitios dentro del
sitio P;
a) Un sitio hidrofôbico (VII), para la uniôn de grupos 
R aminoacil de los aminoâcidos hidrofôbicos.
b) Un sitio hidrofilico (VIII), para la uniôn del grupo 
bâsico guanidinio del residuo arginil.
c) Un sitio (IX), para la uniôn de la porciôn CpC^A de 
varios a-N-acil-aminoacil-oligonucleotidos.
Ademâs de los anteriormente citados sitios en A 
y P, se propuso otro sitio (VI) para el peptido recién 
sintetizado, en vista de la conocida protecciôn de los 
peptidos nacientes de las proteasas.
Este sitio estarâ posiblemente ocupado por el re­
siduo N-metil-glicina de gougerotina, el grupo dicloro 
acetilo de cloranfenicol y los residues M-aminoacilos de 
los M-aminoacil anâlogos de cloranfenicol. En el caso de 
estos compuestos, parte de cada una de las respectivas 
moléculas también enlaza al sitio VI, ademâs de enlazar 
al sitio A.
Harris y Symons propusieron que en vivo el papel 
desempenado colectivamente por los sitios III, IV, IVa y 
V en el sitio A y I en el sitio P era actuar como sitios de
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reconocimiento de la peptidil transferasa para el término 
CpCpA de aminoacil y peptidil-tRNA, mientras que los sitios 
I y II del sitio A pueden restringir el movimiento del 
grupo a-amino del aminoacil-tRNA y orientarlo en una con- 
figuraciôn favorable para un ataque sobre la uniôn ester 
carboxilico de peptidil-tRNA. Estos dos ûltimos sitios 
pueden actuar también para prévenir interferencia de va­
rios grupos R aminoacil con la reacciôn transferasa, lo 
mismo se puede decir de los sitios VII y VIII de P*.
II. PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS
— bo­
ll.1. Materlales y mêtodos
II.1.1.- Productos y preparaciôn de muestras.
El antibiôtico puromicina, en forma de dihidroclo- 
ruro, se obtuvo de la casa SERVA (Feinbiochemica, Heidelberg, 
Alemania) y la gougerotina de Calbiochem AG (Lucerna, Suiza).
Como referenda interna se utilizaron, en distintos casos,
t
alcohol terbutilico, DSS (2,2'-dimetil-silapentan-sulfonato 
sôdico) y TSP-D4 (trimetil tetradeutero silopropionato sôdico) , 
procédantes estos ûltimos de Stholer Isotope Chemicals, a 
través de su représentante en Espana, Fedelco S.A.. El dime- 
til sulfôxido deuterado, (CD^)2 S0 , se obtuvo también de 
esta ûltima firma y el agua pesada, DgO (99,75 %), de la 
casa Fluka (Suiza).
El âcido clorhidrico, hidrôxido sôdico, alûmina,
glucosa, sales y disolventes orgânicos empleados en la
preparaciôn de ribosomas fueron productos Merck. La bacto-
triptona y el extracto de levadura se obtuvieron de la casa
Difco y el âcido poliuridllico y el tris (tris-hidroximetil-
1 kamino-metano) de Sigma. La C-fenilalanina nos fue propor- 
cionada por Radiochemical Centre y el cloramfenicol por el 
Dr. D. de la Bella, Zambon Lab. (Bresso-Milano, Italia).
Las muestras a analizar por RMN se prepararon por 
pesada directa y disoluciôn en el disolvente correspondien­
te (0,5 ml). Las disoluciones se transfirieron a tubos- 
muestra de ultraprecisiôn de 5 mm de diâmetro exterior. 
Algunas series de disoluciones antibiôtico-ribosomas se 
obtuvieron por diluciones sucesivas de una disoluciôn madré
o por diluciones de partes alicuotae de una disoluciôn 
patrôn.
Las muestras empleadas en la obtenciôn de tiempos 
de relajaciôn fueron cuidadosamente desgasificadas a vacio 
por medio de sucesivas (generalmente 4 ô 5) congelaciones 
y descongelnciones con aire lîquido, cerrândose a conti­
nuaciôn el tubo a la llama. Este proceso va dirigido a eli* 
minar la presencia de oxigeno disuelto, que es paramagné- 
tico, e introduce un mecanismo adicional de relajaciôn.
II.1.2.- Preparaciôn de ribosomas de E. coli.
La preparaciôn de ribosomas de E. coli se llevô 
a cabo en el Institute de Biologia Celular utilizando las 
técnicas y productos. existentes en dicho Institute diri- 
gidas a este fin. En cuanto al crecimiento de la bacteria, 
se empleô la cepa DIO (25), que. carece de ribonucleasa I^ 
lo que évita dahos innecesarios al RNA ribosômico. La com- 
posiciôn del.medio de cultive sn el que se creciô la bac­
teria fue; bactotripton, 10 gr; ClNa, 8  gr; extracto de 
levadura, 1 gr y glucosa, 2 gr. Todo ello para 1 litre de 
volûmen final (26).Las bacterias se crecieron a 37®C en 
2  fermentadores de 2 0  litres provistos de aireaciôn y agi- 
taciôn. El crecimiento se detuvo en fase logarltmica 
(A^gO ahadiendo anhldrido carbônico sôlido. Una vez
enfriadas a 0-4®C se recogieron mediante centrifugaciôn 
en flujo continua, siendo lavadas en una disoluciôn amor- 
tiguadora. Inmediatamente después se congelaron mediante 
una mezcla de nieve carbônica y acetona, y se almacenaron
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a -20®C por un perîodo mâximo de 3 meses a lo largo del 
cual conservan Intacta su actividad.
Las células alroacenadas a -20®C se homogeneizaron 
en un mortero trente a alûmina (relaciôn 1 :2 ) hasta que, 
la parte de células y alûmina alcanzé una gran consisten- 
cia, indicacién de que el DNA celular habîa salido al 
medio. Entonces se anadié, en proporcién, 4:1 (volûmen/pe- 
80 de células) la disoluciôn amortiguadora siguiente:
TRIS (10 mM), acetato magnésico (10 mM), cloruro amônico 
(60 mM), 6 -mercapto-etanol (0,6 mM). Se centrifugé dos 
veces: la primera a 1 0 . 0 0 0  g durante cinco minutes para 
eliminar la alûmina y los restes de células mâs groseroc 
y la segunda durante 30 minutes a 20.000 g.
La etapa siguiente consistiô en sedimentar los 
ribosomas por centrifugaciôn a 150.000 g durante 2 1/2 
horas. Estos ribosomas presentaban un alto grado de con- 
taminaciôn proteica, tanto inespecîfica, como de factores 
asociados a las distintas etapas de la slntesis de pro­
teînas, asî como de mRNA*
Para su purificaciôn, los ribosomas fueron resus- 
pendidos en una disoluciôn amortiguadora de alta concen­
traciôn en sunonio (TRIS (20 mM) , acetato magnésico (40 
mM), cloruro amônico (IM) y 2-mercapto-etanol 5 mM ( 6  mM)) 
y centrifugados a través de un gradiente discontinue de 
sacarosa al 20 y 40 % en la disoluciôn anterior durante 
toda la noche a 150.000 g. Después de repetir très veces 
esta operaciôn, el sedimento de ribosomas aparecîa com-
pletamente transparente y fue resuspendido en la minima 
cantidad posible de la disoluciôn anterior y almacenado 
en peguenas porciones a -20*C. Tras la resuspensiôn de 
los ribosomas, estos fueron sometidos a un proceso de cia- 
rificado (20 minutes a 30.000 g) con objeto de eliminar 
agregados. La relaciôn que puede tomarse como
Indice de pureza respecte a contaminaciôn proteica ines- 
peclfica, fue 2,02 en los ribosomas lavados. Cuando esta 
relaciôn era inferior a 2 , 0 2  se consideraba que los ribo­
somas no estaban süficientemente lavados.
Las concentraciones de ribosomas se determinaron 
por medida de la absorciôn a una longitud de onda de 260 
nm (45 unidades corresponden a una disoluciôn 10 * M 
équivalente a 2,65 mg/ml (p.m. 2,65.10*gr)).
La actividad de los ribosomas se comprobô mediante
dos tipos de ensayo: el de slntesis de polifenilalanina
dirigida por âcido poliuridllico (27) y el de fijaciôn 
1 kde C-cloramfenicol (27). Para la realizaciôn de ambos 
ensayos se utilizaron las técnicas y productos existentes 
en el Institute de Biologla Celular.
En el primer ensayo, se utilizô una disoluciôn 
de ribosomas (1,5 mg/ml), poli ü (0,1 mg/ml), '^C-Fen-^RNA 
(6,5 p moles), GTP (1,25 mM) , cloruro magnésico (12 mM) 
y factores del sobrenadante a 1 / 1 0  del volûmen total, que 
fue de 0,1 ml. Las incubaciones se realizar^n durante 30 
minutes a 37®C y se detuvieron por adiciôn de 2 ml de 
âcido tricloroacético frie al 5 % . Previamente han de aria-
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dlrse 5 microgramos de albûmina bovina, que actüa como 
coadyunante en la precipitaciôn proteînica. Antes de fil- 
trar este precipltado es necesario hidrolizar el amino­
acil- ^ RNA que no baya reaccionado para lo que se calienta 
el sistema a 90®C durante 15 minutes. Tras enfriar, se 
filtra el precipltado a través de filtros Whatman GF/C 
en los que se estima la radiactividad retenida en un es- 
pectrémetro de centelleo liquide. La preparaciôn del
I il f
C-Fenilalanina- RNA y de los factores del sobrenadante 
puede verse en (27).
En el segundo ensayo, se determinô por contaje 
radiactivo la cantidad de ^^C-cloramfenicol libre y li- 
gado a los ribosomas, una vez separados éstos por ultra- 
centrifugaciôn. Las disoluciones fueron 2,5.10 de ri-
. A 1 il
bosomas, 1,0.10 M de C-cloramfenicol en una disolu­
ciôn amortiguadora de TRIS-CIH (33 mM), cloruro magnésico 
(13 mM) y cloruro potâsico (270 mM), todo ello en un 
volûmen final de 0 , 1  ml, del que se tomaron porciones 
de 0,025 ml para estimaciôn de radiactividad, antes y 
después de la centrifugaciôn. Esta se llevô a cabo a 
38.000 r.p.m. durante dos horas.
Una vez comprobada su actividad, los ribosomas se 
liofilizaron a -40*C y 5 a 50 y de presiôn, durante el 
tiempo requerido, en un liofilizador tipo Virfis, modelo 
10-145 MRBA. Las muestras fueron previamente congeladas 
en una disoluciôn de acetona y anhldrido carbônico sôlido. 
El liofilizado se recogiô y resuspendiô en la minima can-
tldad de disoluciôn amortiguadora en D 2 O (99,75%), diso­
luciôn de donde se tomaron las porciones necesarias para 
formar las disoluciones que habrian de estudiarse por 
RMN.
II.1.3.- Espectrômetro.
El espectrômetro utilizado en este trabajo es 
un espectrômetro de alta resoluciôn, BRüKER HX-90E, de 
Ccunpo magnético constante de 21 Kgauss, que corresponde 
a frecuencias de resonancia de 90 MHz para ^H, 22,63 MHz 
para ' y 13,8 MHz para ^D.
Los espectros de ^H y se han obtenido en la 
modalidad FT (transformaciôn Fourier), en las condiciones 
que se describen mâs adelante. Para operar en esta moda­
lidad el espectrômetro dispone de un miniordenador en 1 1 - 
nea, NICOLET BNC-12, con 24 K de capacidad de memoria (8 K 
para programas y 16K para datos) y una unidad de cintas, 
KENNEDY 3110, con capacidad de almacenamiento de hasta 
512 registres de 4K. La longitud de la palabra de orde- 
nador es de 2 0  bits, lo que détermina la resoluciôn digi­
tal de la entrada de una senal variable, pudiendo reducir- 
se aquella para pasar a ser de 12, 10, 8  ô 6  bits. Esta 
reducciôn en el nûmero de bits de la palabra, con su con­
siguiente pêrdida de precisiôn en la medida de la senal 
de entrada, puede ser conveniente en ciertos casos para 
poder aumentar el nûmero de barridos. El caso tlpico en 
que ello sucede y que se présenta con carâcter general en 
todas las muestras medidas consiste en la presencia de una
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lînea muy intensa (I- de los protones del H-O-D) junto 
con otras senales de pequena intensidad. La reduccidn en 
el nümero de bits de la palabra puede controlarse mediante 
programa, de forma que cuando la palabra estâ prdxima a 
saturarse (15/16 de su contenido) el ordenador pasa auto- 
mâticamente a una resolucidn digital inferior, a la vez 
que divide el contenido de la palabra por 4, para que la 
adicidn de datos sea coherente.
La capacidad mâxima horizontal de memoria, o nü­
mero de puntos, es como se ha dicho, de 16K. Naturalmente, 
puede operarse con menos puntos, con lo que se consigue 
un ahorro en el tiempo del experimento, pero a costa de 
una pérdida de resoluciôn. La anchura de barrido en Hz, 
o intervalo de frecuencias que se desea observar del es- 
pectro, se da como entrada al ordenador mediante un tele- 
tipo. Para ello, se le define el intervalo de tiempo que 
ha de tardar en adquirir informaciôn entre dos puntos 
consecutivos de memoria. Aslmismo, y mediante el teletipo, 
se definen al ordenador los tiempos de espera entre acu- 
mulaciones, ôrdenes de disparo de las unidades de pulsos, 
desacoplamiento, etc..
La frecuencia donde ha de darse el pulso de ra- 
diofrecuencias, que viene a définir un extreme del in­
tervalo espectral que se desea observar, puede modifi- 
carse convenientemente mediante un cursor variable y su 
valor constatarse en el contador de frecuencias. Lo mismo 
puede hacerse para la freci oicia correspondiente al ca­
nal de desacoplamiento.
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Ademâs del canal analltico, o de observacidn y 
del canal de doble irradiaciôn, existe otro, el de bloquer> 
("lock") interno cuyo objetivo es el de raantener una rela- 
cidn fija campo/frecuencia. Mediante el bloqueo interno, 
pueden corregirse pequenas variaciones del campo magnêtico 
sin que quede afectada la posiciôn relativa de las lîneas 
de resonancia. Para ello ha fe centrarse la frecuencia de 
"bloqueo" sobre una senal de resonancia de la propia mues-
tra. Con objeto de no perturber la observaciôn del o
13 2del C, se utilize con este propdsito la senal de D del
disolvente, por lo que la frecuencia de bloqueo correspon­
de a la de resonancia de este nûcleo. La potencia de esta 
fuente se gradua de tel menera que se consiga un nivel 
mdximo de la senal sin que llegue a producir efectos de 
saturacidn.
El canal de desacoplamiento de protdn puede uti­
lizer se en experimentos de homo- y hetero-doble irradia- 
ciôn. En el primer caso, para la realizacidn del experi­
mento, basta seleccionar la posiciôn de la frecuencia a la 
que se desea irradier y la potencia necesaria para conse- 
guir el efecto deseado. En el caso hetero-nuclear, cuyo 
ejemplo mâs corriente es la obtencidn de espectros de  ^
con desacoplamiento total de ^H, se utiliza la modalidad 
de desacoplamiento de banda ancha y la potencia de salida 
se gradua de forma que oscile entre 1 0  y 2 0  watios.
El espectrômetro dispone de una unidad de dos 
pulsos conectada al ordenador, y gobernada por él, que se
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utlllza para la medlda de tiempos de relajacidn. Aslmismo, 
dispone de una unidad generadora de pulsos, hasta un mâxi- 
mo de 4, para experimentos de multipulsos mâs sofisticados
La temperatura de la sonda puede variarse y con­
trolarse convenientemente entre -150®C y 200®Ç.
II.1.4.- Obtencidn de espectros.
Los espectros de protdn se obtuvieron en gôheral, 
con las siguientes condiciones:
El pulso de radiofrecuencias se aplicô en la zo­
na de bajo ceunpo en una posiciôn suficientemente alejada 
de la referenda para no tener problemas de doblado de 
senales. Las anchuras de barridos fueron normalmente de 
900 Hz, excepto en aguellos casos en los que el intervalo 
de frecuencias del espectro fuese mayor. La duraciôn o 
anchura del pulso de radiofrecuencias estaba normalmente 
comprendida entre 3 y 5 microsegundos, seleccionândose en 
cada caso el valor que mostraba una respuesta mâxima, para 
el estado estacionario que se alcanza después de un cierto 
nümero de pulsos. Excepto cuando se especifique lo contra­
rio, la tenç>eratura de operaciôn normal fue la de la son­
da, que es de 26®C. El nümero de barridos utilizado se 
fijô de acuerdo con la concentraciôn de la muestra, va- 
riando entre 10 y 10.000. El nümero de posiciones de memo­
ria para la adquisiciôn de datos fue también variable 
(normalmente 8 K ô 4K) atendiendo siempre al interôs con­
crete en el compromise resoluciôn-tiempo de experimento.
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Los espectros de  ^ ce obtuvieron de modo anâlogo 
a loS de con las siguientes particularidades;
La base de trabajo en espectroscopia de  ^ son
los espectros con desplazamiento total de protones. Con 
ello se consigue aunentar la relaciôn senal/ruiâo de los 
espectros, que de por si es muy baja debido a la pequena 
abundancia natural de ese nûcleo y al hecho de que su re- 
laciôn giromagnêtica es también pequena. Al irradiar la 
banda del protôn se consigue hacer coalescer los multiple- 
tes debidos a acoplamientos con este nûcleo en una sola 
senal, obteniéndose adem"^ un incremento de la senal de­
bido al efecto Overhauser nuclear. Aun en estas condicio­
nes, el nümero de barridos necesarios para conseguir una 
aceptable relacién senal/ruido suele ser muy elevado, lo 
que unido al hecho de que el tiempo de repeticiôn de pulsos 
ha de ser grande debido a los tiempos de relajacién re- 
lativamente largos de este nûcleo, hace que los tiempos de 
experimento sean, en muchos casos, extremadamente grandes 
(del orden de dias).
En la mayor parte de los espectros de ^^C, el 
interferograma o FID se multiplied por una exponencial al 
objeto de mejorar la relacién senal/ruido, aun a costa de 
producir un ensanchamiento de las senales, lo que no pré­
senta inconvenientes graves, debido al gran intervalo de 
desplazamientos quimicos que muestran los nücleos de ^^C. 
Debido a esta razén, las anchuras de barrido utilizadas 
fueron de 4.500-6.000 Hz, mucho majores que en el caso del
'h .
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El desacoplamiento puenteado ("gated decoupling”) 
es una modalidad de trahajo en espectroscopia de ^ que 
permite obtener el espectro con los acoplamientos de 
conservando el incremento de intensidad proporcionada por 
el NOE. Ello permite observar el tipo de desdoblamiento 
que muestra cada senal de lo que sirve para determinar
el nümero de 'h directamente unidos a dicho nûcleo, asi 
como medir las constantes de acoplamiento El experi­
mento consiste en irradiar la muestra con la fuente de 
protén durante un cierto tiempo ( 2  seg) desconectarla, y 
comenzar la adquisiciôn poco después (0,1 seg). En gene­
ral, es necesario que la relaciôn tiempo de desacoplamiento 
a tiempo total por barrido no sea mayor que a 2/3. El fun- 
damento fisico del experimento reside en el hecho de que 
la relajaciôn de la perturbaciôn de poblaciones origen del 
NOE es mâs lenta (del orden de la cinética de relajaciôn) 
que la correspondiente a la perturbaciôn de niveles intro- 
ducida por la fuente de protones.
Los espectros a distintas temperaturas se regis- 
traron con ayuda del equipo de temperatura variable in- 
corporado al instrumente. La temperatura nominal del me- 
didor se calibrô en todos los casos frente al termômetro 
de metanol-agua (28). La precisiôn en la medida de las 
temperaturas puede evaluarse en ±1°C.
IIcl.5.- Medida de tiempos de relajaciôn.
La medida de los tiempos de relajaciôn longitudi­
nal, , de los nûcleos de y ^ s e  ha llevado a cabo
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utllizando dos mêtodos de pulsos, el de la secuencla 
180®-*f-90®. y el de la secuencla 90®-t -90®. El primero 
de ellos se ha utilizado en la medida de tiempos de rela­
jaciôn relativamenté pequehos ( < 2  seg) y el segundo para 
tiempos de relajaciôn mâs grandes.
El mêtodo que utiliza la secuencla 180°-t-90®, 
consiste en invertir la magnetizaciôn mediante un pulso 
correspondiente a 180®, dejar un intervalo de tiempo va­
riable para cada punto, t ., permitiendo que la magnetiza­
ciôn relaje hacia su valor de equilibrio, y, por ültimo, 
obtener el valor de la magnetizaciôn rémanente, para lo 
que se aplica un nuevo pulso de 90®, midiendo a continua- 
ciôn la FID résultante. Se permite, entonces, que el sis- 
tema retorne al equilibrio esperando al menos unas 5 ve- 
ces el valor de (T=5T^ , M^=0.993 M^) y se vuelve a re- 
petir la secuencla 180®-?.-90® para un valor distinto de 
TI, con lo que puede determinarse la velocidad con que 
tiene lugar el proceso de vuelta al valor de equilibrio 
de .
Cuantitativamente, la variaciôn de viene dada 
por la ecüaciôn de Bloch correspondiente:
dM^ (M,-M_)
- 3 T ------ Y f -  {11.1.5.1}
cuya integraciôn con M^=M^ para t= 0  proporciona:
-t/T,
( 1  - 2 e )
que puede ponerse:
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In(A^-A^) = ln(2A^) - ^  {11.1.5.2}
donde es la amplltud iniclal de la FID que sigue al
pulso de 90® en la medida correspondiente al tiempo t y
Agg es el valor limite de A^ cuando t es muy grande. Al rea-
lizar la transformaciôn Fourier de la correspondiente FID
se obtienen las senales de los distintos nûcleos de la 
muestra con unas alturas que pueden considerarse como 
proporcionales al valor de A^. Los valores de para 
cada senal se determinan a partir de las pendientes de 
las rectas que se obtienen al representar los In(A^-A^) 
frente a t , en donde se toman como los valores de A las 
alturas de las senales correspondientes.
El método que utiliza la secuencia 90®-t-90® es 
aplicable cuando T^>>T2 , es decir, cuando la magnetiza­
ciôn creada en el piano xy por un pulso de 90® decae a 
su valor de equilibrio, que es igual a cero, mucho mâs 
rapidamente que alcanza su valor de equilibrio, M^.
Un segundo pulso de 90® permite medir el valor que 
ha alcanzado en el tiempo t . Si la muestra se somete a 
una serie de pulsos de 90® separados por un intervalo de 
tiempo T, M alcanza rdpidamente un estado de equilibrio 
que depende de T y T^. El valor de la senal en el estado 
de equilibrio se mide y la secuencia 90‘ï-T“90-t-90-t. .., 
se repite para diferentes valores de t .
La condiciôn inicial para la integraciôn de la . 
ecüaciôn {11.1.5.1} es ahora M^=0 para t=9 , con lo que
o bien
t /T 
(1 -e ')
In(A^-A^) = In(A^) - %/T,
De este modo, una representaciôn de In(A^-A^) frente a t 
es una linea recta cuya pendiente proporciona . Como en 
el caso anterior, al transformer la FID y obtenerse el es­
pectro de frecuencias, se obtienen las senales correspon­
dientes a los distintos nûcleos, realizândose una repre- 
sentaciôn grâfica para cada una de ellas, en las que A^ 
se identifies con su altura.
Mediante este método y cuando los tiempos de rela­
jaciôn son grandes, puede conseguirse un ahorro de 
tiempo de experimentaciôn considerable, ya que se elude 
el tiempo de espera de 5T.j del caso anterior. Sin embargo, 
y como se ha dicho, el método esté limitado al caso de 
que ? 2 <<T^.
II.2. Espectros de de puromicina. Resultados
II.2.1.- Asignaciôn y andlisis de espectros.
El espectro de RMN del a 90 MHz, del dihidro- 
cloruro de puromicina disuelto en a concentraciôn
0,18 M (pH=2,5) y a temperatura de 26®C puede verse en la 
figura 4. La referencia interna es DSS. Los singletes a 
8,51 y 8,37 ppm corresponden, respectivamente, a los pro­
tones H 8  y H2 de la di-Me-adenosina (29) . El sistema AA'BB' 
con centre en 7,1 ppm es debido a los protones aromâticos 
de la 0-Me-tirosina. El doblete con centre en 6,07 ppm 
(J=2,5 Hz) es el correspondiente al protôn anômero Hl'. A 
alto campo de la senal de H-O-D (4,79 ppm) se sitüan las 
restantes resonancias protônicas. La senal fina e intensa 
(correspondiente a 3 protones) a 6  3,82 es la debida al 
grupo OMe de la 0-Me-tirosina, y la senal ancha (^^0 Hz) 
con centre en ^3,6 ppm, correspondiente a 6  prêtenas, ha 
de asignarse a los del grupo N-di-metilo de la N-diMe-ade- 
nina. La senal del protôn H2' (doblete de dobletes) estâ 
situada a 6 4,77 y estâ parcialmente oculta por la senal 
de agua. Esta senal se observa claramente al variar la tem­
peratura y desplazarse consecuentemente la senal del disol­
vente. A 6 4,56 estâ centrado un doblete de dobletes que se 
asigna fâcilmente al protôn H3*, y a 6 4,37 se observa la 
parte X de un sistema ABX, que corresponde al protôn H^ de 
la OMe-tirosina. En la subida de la senal ancha de los pro­
tones del grupo N-di-Me se observa un multiplets complejo 
compuesto de ocho lîneas con centro en 6 3,90 que corres-
ponde al protôn H4'. Centrado en 6  3,55 el espectro muestra 
la parte AB de un sistema ABX que ha de asignarse a los 
protones H5jH y H5^ y, por ültimo, centrado en 6 3,16 se 
observa un sistema similar asignable a los protones y 
del resto 0-Me-tirosina.
La asignàciôn de senales a protones concretes des- 
crita anteriormente estâ basada en la comparaciôn de los 
desplazamientos quimicos observados con los de moléculas 
anâlogas, en la observaciôn de patrones de desdoblamiento 
que son de esperar por cada protôn, en la correspondencia 
entre desdoblamientos observados entre las diferentes se­
nales y en las conclusiones obtenidas de experimentos de 
doble resonancia. El espectro de la puromicina habria sido 
estudiado previamente por JARDETZKY (30) y por JOHNSON y 
BHACCA (31). Nuestra asignaciôn confirma la realizada por 
estos ültimos autores.
Para obtener valores mâs précisés de los despla­
zamientos quimicos y constantes de acoplamiento de los
sistemas H2 '-H3 *-H4 '-H5'-115 ' y H -H.-H. es necesario 11e-1 n (X X h
var a cabo un anâlisis complete de las correspondientes zo­
nas espectrales utilizando el programa de câlculo LAOCN 3 
(32). Ello se realizô para los espectros correspondientes 
a las temperaturas 26®C y 91®C^ y los resultados se dan en 
la Tabla 1. Los errores mâximos son ±0,02 ppm en los despla­
zamientos quimicos y ±0,2 Hz en las constantes de acopla­
miento .
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En la figura 5 se compara el espectro observado 
con el calculado a partir de los parâmetros résultantes del 
anâlisis para el dihidrocloruro de puromicina a 26®C. El es­
pectro calculado no incluye la senal ancha con centro en 
5 'v3,6 de los protones del grupo N-diMe. Las correcciones 
que el anâlisis complete introduce para las constantes de 
acoplamiento respecte a las evaluadas por medidas de desdo­
blamientos son menores qüe el errer experimental de medida 
en espectros générales (15 Hz/cm). Por ello, considerare- 
mos vâlidos los valores de desdoblamientos medidos sobre 
los espectros a distintas condiciones de concentraciôn, 
temperatura, pH, etc..
II.2.2.- Variaciôn con la temperatura.
Los desplazamientos quimicos y las constantes de 
acoplamiento de las senales del espectro de RMN del dihi­
drocloruro de puromicina (pH=2,5), 0,18 M en D^O, muestran 
ligeras variaciones cuando se observan los espectros a dis­
tintas temperaturas. La mayor variaciôn obsorvada es la que 
muestra la anchura de la senal con centro en 6 3,6, corres­
pondiente al grupo N-diMe de la N-di-Me-adenina.
En la Tabla 2 se han resumido las medidas de des­
plazamientos quimicos efectuadas en el intervalo 26°C-91®C. 
En dicha Tabla se incluyen también las anchuras de la senal 
del grupo N-diMe. Asimismo, se incluyen en esa Tabla los 
resultados de los ajustes por minimos cuadrados efectuados 
suponiendo, en el intervalo considerado, una dependencia 
lineal de los desplazamientos quimicos respecto a la tem-
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TABLA 1
Desplazamientos quimicos y constantes 
de acoplamiento résultantes del anâlisis 
realizado con el progrcima LAOCN 3 para 
los sistemas H2'-H3'-H4'-H5^-H5^ y 
^3l”^3h dihidrocloruro de puromicina
26*C 90*C
Sistema H2'-H3'-H4'-H5i-H5^
Desplazamientos qufmicos 
(6,ppm; ±0,02)
H2' 4.77 4.81
H3' 4.56 4.58
H4* 3.90 3.98
3.42 3.56
H5i 3.69 3.77
Constantes de acoplamiento 
(J,Hz; ±0,2)
2'3’ 5.8 6.1
3 ’4 ’ 8.1 7.6
4'5£ 2.4 2.5
4-5' 3.9 4.5
KH 12.8 -13.2
Sistema
Desplazamientos qufmicos 
( 6,ppm; ±0,02)
«a 4.31 4.38
Hgh 3.07 3.15
®ei 3.26 3.32
Constantes de acoplamiento 
(j,Hz; +0,2)
«a«Bh
Ha«ei
HglHgh
9.5
6.4
13.6
8.8
6.3
-13.7
— OJ-
26^C
peratura. Las columnas Y *^ ca]c refieren, respectiva­
mente, al coeficiente de variaciôn con la temperatura 
(ppm/grado) y al desplazamiento quimico corregido a 26®C.
Las columnas que siguen a cada una de las anteriores reco­
gen el error probable de estos parâmetros.
En la Tabla 3 se han reunido las medidas de cons­
tantes de acoplamiento efectuadas en el intervalo de tem­
peratura 26®C-91®C y, anâlogamente, los resultados de un 
ajuste por minimos cuadrados.
La variaciôn de anchura que muestra la senal del 
grupo N-diMe es fâcilmente interprétable, en têrminos de 
una rotaciôn impedida en torno al enlace C6-N6, de la N- 
di-Metil-adenina. Cuando ésta estâ protonada (en NI) y, 
anâlogamente, a lo que sucede con los protones del grupo 
CH^ en la N-di-Me-adenina (33), debe aumentar el carâcter 
de doble enlace de la uniôn C6-N6, con lo que la rotaciôn 
interna en torno a ella se hace mâs dificil, encontrândose 
dicha cinética en la regiôn de intercambio intermedio. Al 
aumentar la temperatura, la cinética crece y la anchura de 
la linea disminuye (vêase {1.3.11} de 1.3.1).
A partir de la variaciôn de la anchura de esta se­
nal con la temperatura y, utilizando las ecuaciones de 
Gutcwsky y Holm (34) es posible obtener los parâmetros de 
activaciôn correspondientes al proceso de rotaciôn impedi­
da del grupo N-di-Me. Dichos parâmetros son: E^=14,0 Kcal/mol, 
log A=12,2; Kcal/mol, AH2^^=13,5 Kcal/mol y
=-4,4 u.e., que concuerdan satisfactoriamente con los obte-
—  0*4 —
nidos por Pitner (35) para la 6-N-dimetil-adenina monodeu- 
terada (E^=13,8 Kcal/mol, log A=12,0; =14,9 Kcal/mol,
AH^gg =14,9 Kcal/mol y A^gg =-5,8 u.e.).
La variaciôn de los desplazamientos quimicos de las 
senales protônicas del dihidrocloruro de puromicina con la 
temperatura, que vienen expresadas cuantitativamente por 
el coeficiente Cj, son muy pequehas. Comparense, por ejem­
plo, el mayor coeficiente observado, el de H5|l^ (Cj=2,5.10 ^ ), 
con el que muestra la senal residual de HOD, que es de
-  3
9,7.10 . Es interesante senalar la notable diferencia
entre los coeficientes de los protones H5j!^ y H5^, siendo 
el de éste ültimo protôn de sôlo 0,9.10 ^. Otro de los 
grupos que muestran una mayor dependencia relativa de los 
desplazamientos quimicos es el grupo aromâtico, y sus co­
rrespondientes coeficientes son, para los Cj=l,5.
- 3 - 3
.10 y, para los C^=l,7.10 . Por ültimo, también
destacan en este aspecto los protones unidos a los carbonos 
a y 8 del resto 0-Me-tirosinil. Es importante senalar que 
todos los coeficientes son positivos, es decir, que, en 
todos los casos, los desplazamientos quimicos se corren 
hacia bajo campo al aumentar la temperatura.
La variaciôn que muestran las constantes de aco­
plamiento con la temperatura es también muy pequena. De 
hecho, para la precisiôn con que estas se han medido, sôlo 
las constantes y la muestran variaciones signi-
ficativas. El coeficiente de la primera es 8.10 y el 
de la segunda -13,10  ^ Hz/grado. Es interesante senalar 
el signe diferente que muestran estos dos coeficientes.
TABLA 2
Desplazamientos quimicos (6,ppm a partir de DSS, 
±0,02) de los protones del dihidrocloruro de puromi­
cina (0,18M en DgO, pH=2,5) a distin^^n temperaturas 
y resultados del ajuste lineal por minimos cuadrados
« V C O 26 31 37 43 54 65 78 90 CT'Io'ab) 
ppm/®C ^
.26*C
*ca1c -S’
H2 8,36 8,37 8,38 8,39 8,40 8,42 8,43 8,43 11 1 8,372 5
H8 8,51 8,50 8,50 8,51 8,51 8,51 8,51 8,49 -2 1 8,514 G
N(CH,),: S
^ ^ al
3,6 3,6 3,6 3,6 3,64 3,64 3,66 3,66 7 1 3,621 5
N(CHg)2: w®'21 18 12 9 5 2 1 1 — — — —
Hl* 6,08 6,07 6,08 6,09 6,09 6,10 6,10 6,10 4 1 6,081 4
H2* 4,76 - 4,79 4,79 4,79 4,82 4,81 4,82 10 2 4,770 9
H3* 4,56 4,55 4,56 4,57 - 4,59 4,59 4,59 7 1 4,559 6
H4* 3,90 3,91 3,91 3,92 3,93 3,95 3,99 3,98 14 2 3,902 9
3,42 3,43 3,44 3,46 3,48 3,53 3,55 3,57 25 2 3,423 14
HSi 3,70 3,69 3,69 3,70 3,72 3,74 3,75 3,75 9 2 3,692 13
«a 4,30 4,31 4,32 4,33 4,35 4,36 4,38 4,39 14 1 4,309 4
3,07 3,08 3,08 3,09 3,11 3,13 3,16 3,17 17 2 3,069 4
**81 3,25 3,26 3,26 3,28 3,28 3,31 3,31 3,33 13 1 3,256 9
u
meta 7,21 7,20 7,21 7,23 7,24 7,27 7,28 7,29 15 2 7,208 9
^orto 6,95 6,95 6,97 7,00 7,00 7,02 7,04 7,06 17 2 6,957 10
OCHg 3,82 3,81 3,83 3,83 3,84 3,84 3,86 3,86 7 1 3,822 5
w: Anchura en Hz a mîtad de altura de la senal -N(CH_)_.
b) 3 Z
Errores probables en la ultima cl fra significative.
TABLA 3
Constantes de acoplamiento (J,Hz; ±0,05) entre los 
protones del dihidrocloruro de puromicina (0,18 M 
en DgO, pH * 2,5) a distintas temperaturas y resul­
tados del àjuste lineal por minimos cuadrados.
J\T(* C) 26 31 37 43 54 65 78
C .103
Hz/*C*c' 10^26®calc
1*2* 2,4 2,6 2,8 2,6 2,6 2,8 2,7 2,7 4 2 2,5 0,1
2*3’ 5,9 5,9 6,3 6,2 6,0 6,2 6,0 6,2 3 2 6,0 0,1
3*4* 8,0 7,9 8,0 7,8 - 8,1 7,8 7,6 - 4 2 8,0 0,1
4'5'h 4,1 4,0 3,9 4,1 4,3 4,4 4,6 4,4 8 3 4,0 0,1
4*5\ 2,3 2,4 2,2 2,4 2,6 2,8 2,4 2,4 4 2 2,3 0,1
a3h 9,5 9,5 9,4 9,2 9,4 9,0 9,0 8,6 -13 2 9,5 0,1
agi 6,4 6,6 6,3 6,4 6,3 6,1 6,4 6,4 - 1 2 6,4 0,1
al3h 13,5 -13,7 -13,9 -13,8 -13,5 -13,4 -13,8 -13,6 - 1 2 -13,6 0,1
cm 8,7 8,5 8,4 8,4 8,4 8,8 3 2 8,5 1
TABLA 5
Constantes de acoplamiento (J,Hz; ±0,05) entre
- 2
los protones de la puromicina (1,4.10 M en 
DgO, pH=10,5) a distintas temperaturas.
J\T(®C) 31 43 55 66 76 ^medîa
1*2* 3,1 3,1 3,3 3,3 3,0 3,2
2*3* 6,0 6,0 - 5,7 6,3 6,0
3*4* 7,5 7,5 - - - 7,5
4'5k 4,2 4,2 3,6 3,6 - 3,9
4*5^ 2,7 2,7 1,8 2,1 2,7 2,4
agh 9,0 9,3 9,0 8,4 8,2 8,8
agi 6,1 5,8 6,3 6,0 6,0 6,0
algh -13,0 -13,4 - -13,2 - -13,2
om 8,1 8,7 8,5 8,7 9,0 8,6
- o  / -
TABLA 4
Desplazamientos quimicos (6, a partir de DSS, 
±0,02) de puromicina (1,4.10 en D^O, pH = 
=10,5) a distintas temperaturas y resultados 
del ajuste lineal por minimos cuadrados.
6\T(T) 31 43 55 66 76 Ippa/^ C “c' C ^c
H2 8,02 8,08 8,12 8,14 8,16 30 4 7,940 22
H8 8,14 8,17 8,18 8,18 8,18 8 3 8,126 17
N(CHg)2 3,30 3,34 3,36 3,39 3,39 21 3 3,245 17
Hl' 5,79 5,83 5,88 5,90 5,93 31 2 5,698 12
H2* 4,60 — — 4,65 4,67 15 1 4,552 6
H3' 4,33 4,37 — — —— - - — -
H4* 3,83 3,84 3,87 — — 17 5 3,775 21
H5'h 3,35 3,39 3,42 3,46 3,45 24 4 3,283 24
HS'l 3,65 3,66 3,68 3,69 3,70 12 1 3,614 4
H* 3,68 3,70 3,70 3,71 3,70 5 2 3,673 13
Hgl 2,96 2,98 2,95 2,98 2,96 0 4 2,966 24
% 2,72 2,74 2,77 2,82 2,81 32 4 2,647 23
U
meta 7,15 7,19 7,19 7,20 7,21 12 3 7,125 18
^orto 6,92 6,94 6,95 6,96 6,97 11 1 6,890 5
OCHg 3,78 3,80 3,80 3,81 3,80 5 2 3,773 13
a) _Errores) probables en la ultima ci fra signi ficativa.
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En las Tablas 4 y 5 se dan datos anâlogos a los 
dados en las Tablas 2 y 3, obtenidos a pH=10,5. No se ob­
serva en este caso nlnguna variaciôn en la anchura de la 
senal correspondiente al grupo -NCCHg)^# con^irmando que 
la rotaciôn impedida de este grupo sôlo tiene lugar cuando 
la base estâ protonada. Naturalmente, los desplazamientos 
quimicos de, practicamente, todas las senales muestran co- 
rrimientos debidos al cambio del estado de ionizaciôn de la 
molêcula, que se comentarân en otro lugar. Las variaciones 
que los desplazamientos quimicos muestran frente a la tem­
peratura a este pH son mâs acusadas en los protones H2, 
NfCHglg y Hl*, que son precisamente los mâs afectados por 
la asociaciôn por "apilamiento**, que debe favorecerse al 
desaparecer la carga positiva de la base. La variaciôn mos- 
trada por los protones H^, H^^ y H^^ a este pH, difiere tam- 
biên de la que presentan a pH 2,5. Estas variaciones deben 
adscribirse al cambio en el estado de ionizaciôn del grupo 
-NHg y a sus efectos de largo alcance sobre los desplaza­
mientos quimicos de dichos protones.
Las constantes de acoplamiento muestran variaciones 
menores que el error experimental, exceptuando, si acaso, la 
constante que, al igual que a pH 2,5 disminuye al aumen­
tar la temperatura.
II.2.3.- Variaciôn con la concentraciôn.
Se ha estudiado la variaciôn de los desplazamientos 
quimicos y constantes de acoplamiento de los protones de la 
puromicina, a dos pH muy diferentes, 1,5 y 10,5, correspon-
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dientes, respectivamente al dicatidn y a la forma no pro­
tonada de dicha molécula. A êste ültimo pH, la solubilidad 
es mucho menor por lo que, consecuentemente, también lo es 
el intervalo de concentraciones estudiado.
En la Tabla 6 se dan los desplazamientos quimicos
de los protones del dihidrocloruro de puromicina a 26®C,
pH=l,5, a distintas concentraciones molares en D^O, com-
-1
prendidas entre 3.10 M y 2.10 M. En las columnas fi­
nales, se da el coeficiente de variaciôn con la concentra­
ciôn (ppm.litro/mol) y el desplazamiento quimico calculado 
a diluciôn infinita, junto con sus desviaciones estândar. 
Estos valores provienen de un ajuste lineal por minimos 
cuadrados de los desplazamientos quimicos, suponiendo que 
éstos varian linealmente con la concentraciôn en el inter­
valo estudiado. Los coeficientes de variaciôn résultantes 
son pequehos y muestran distintos signos. Las mayores va­
riaciones son las mostradas por los protones aromâticos 
de la OMe-tirosina y de éstos la de los protones en orto 
al grupo metoxilo (Cy=-0,43 ppm.litro/mol). En ambos casos, 
el coeficiente es negative, lo que implica que los despla­
zamientos quimicos de estos protones se corren a alto 
campo cuando aumenta la concentraciôn.
En la Tabla 7 se dan resultados anâlogos para las 
constantes de acoplamiento. Como puede verse, no se obtiene 
una variaciôn monôtona de los valores de dichas constan­
tes con la concentraciôn, debido a la menor precisiôn con 
que pueden medirse estos valores. Por ello, se consideran
como resultados finales los valores promediados y se ad- 
mite que los coeficientes son menores que el error de me­
dida (0,5 Hz).
En la Tabla 8 se dan los desplazamientos quimicos 
de los protones de la puromicina a 26°C, pH=10,5, a dis­
tintas concentraciones molares en D^O, comprendidas entre
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2.10 y 1.10 M. En las columnas finales se da el coe­
ficiente de variaciôn con la concentraciôn (ppm.litro/mol) 
y el desplazamiento quimico calculado a diluciôn infinita, 
junto con sus desviaciones estândar, en modo anâlogo a 
como se hizo en el càso anterior. Globalmente, los coefi­
cientes de variaciôn obtenidos para la forma no protonada, 
son mucho mayores que los correspondientes al dicatiôn (del 
orden de 50 veces mayor para los protones que en uno y otro 
caso muestran mayores variaciones. Para el pH=10,5, estos 
protones son el Hl* y el H2, cimbos con coeficiente nega­
tive. Ello es consecuente con la existencia de una inte- 
racciôn por apilamiento de las bases, semejante a la que 
tiene lugar en nucleôsidos y nucleôtidos. Esta interacciôn 
que afectaria principalmente a los desplazamientos quimicos 
de H2 y Hl', se veria favorecida a pH 10,5 al no estar pro­
tonada la base.
En la Tabla 9 se dan los valores de las constantes 
de acoplamiento para el pH=lO,5 en funciôn de la concentra­
ciôn. Al igual que en el caso anterior se toman como resul­
tados finales los valores promediados y se admite que la 
variaciôn con la concentraciôn es menor que el error de
TABLA 6
Desplazamientos quimicos (Ô,ppm) de los 
protones del dihidrocloruro de puromicina 
(26®C, en disoluciôn de DgO, pH=l,5) a dis­
tintas concentraciones y resultados del 
ajuste lineal por minimos cuadrados.
Concentra 
ciôn (M)2,9.10"^
-3 
,8.10 1
-2 
,2.10 2
-2
,3.10 4,7.10‘\,,8.10"^
H2 8,39 8,38 8,38 8,39 8,38 8,37 -0,07 3 8,385 3
H8 8,51 8,51 8,51 8,51 8,51 8,51 0,00 0 8,510 0
N (013)2 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 - 3,6
Hl' 6,10 6,10 6,10 6,10 6,10 6,08 -0,11 1 6,102 1
H2' - - - - 4,77 4,77 - 4,77
H3' - 4,55 4,56 4,55 4,55 4,56 0,04 3 4,551 2
H4' 3,88 3,89 3,89 3,88 3,90 3,90 0,10 5 3,886 4
H5'h 3,38 3,38 3,37 3,39 3,40 3,42 0,25 5 3,379 4
HS'i 3,67 3,67 3,67 3,68 3,68 3,69 0,12 2 3,672 2
4,28 4,29 4,28 4,29 4,30 4,31 0,14 4 4,285 3
«Bh 3,07 3,07 3,07 3,07 3,07 3,07 0,00 0 3,070 0
«B1
3,27 3,27 3,27 3,27 3,27 3,26 -0,08 1 3,271 1
U
meta 7,26 7,26 7,25 7,26 7,24 7,21 -0,28 4 7,259 3
^orto 7,04 7,03 7,03 7,02 7,00 6,96 -0,43 5 7,032 4
OCH3 3,83 3,83 3,83 3,83 3,83 3,82 -0,05 1 3,830 0
Coeficiente de variaciôn de les desplazamientos qufmicos con la 
concentraciôn (ppm.litro/mol).
Errores probables en la ultima cifra significative. 
Desplazamiento qufmico a diluciôn infinita.
TABLA 7
Constantes de acoplamiento (J,Hz; ±0,5) entre los pro­
tones del dihidrocloruro de puromicina (26®C, en di- 
soluciôn de DgO, pH=l,5) a distintas concentraciones.
Concent
cîôn(M)
J3---
J9 .IO 5,8.10 ^ 1,2.10’^ 2 ,3 .1 0 “^ 4 ,7 .1 0 "^ 1 ,8 .1 0 ’ media
Jl'2' 2,5 2,4 2,7 2,5 2,5 2,5 2,5
•^ 2'3‘
- - 5,8 6,0 5,8 5,8 5,9
J3 1 4 1 - - 7,9 7,8 8,1 8,1 8,0
4,2 4,7 4,8 4,5 3,6 3,8 4,2
J4'5'l 2,7 2,7 2,7 2,1 2,4 2,5 2,5
9,1 8,7 9,3 9,1 9,1 9,4 9,1
^agl 7,5 5,7 6,4 6,3 6,5 6,7 6,5
Jglgh - - -13,8 -13,5 -13,5 -13,5 -13,6
8,5 8,5 8,7 8,7 8,7 8,7 8,6
TABLA 9
Constantes de acoplamiento (J,Hz; ±0,5) entre 
los protones de la puromicina (26®, en disolu- 
ciôn de DgO, pH=10,5) a distintas concentraciones
Concentra­
ciôn (m) 2 ,6 .1 0 ’"^3 ,4 .1 0 ’^ 5,1.10 "H,0.10‘ "^ media
3,6 3,9 3,6 4,2 3,8
J2 1 3 1 6,0 5,2 6,0 5,8 5,8
7,2 6,9 6,6 6,4 6,8
^4'5'h
- 4,5 - 4,2 4,3
- 3,0 - 3,0 3,0
- 9,0 9,7 9,9 9,5
- 6,0 6,6 6,3 6,3
- - - -12,7 (-12,7)
8,8 8,7 8,8 8,8 8,8om
TABLA 8
Desplazamientos quimicos (6, ppm) de los proto­
nes de la puromicina (26®C, en disoluciôn de 
DgO, pH=10,5) a distintas concentraciones y re­
sultados del ajuste lineal por minimos cuadrados
ConcçQ-
tr|Cjon 2,6.10’3 3,4.10’^ 5,1.10’3 1,0.10’^
h2 8,13 8,12 8,11 8,04 -12 1 8,164 7
H8 8,17 8,18 8,18 8,16 - 2 1 8,183 9
N (0313)2 3,40 3,37 3,37 3,32 - 9 2 3,415 12
Hl' 5,96 5,95 5,92 5,85 -15 1 5,999 3
H2* - - - - - - - -
H3' - - - - - - - -
H4' - - - - - - - -
3,42 3,41 3,40 3,35 - 9 1 3,444 6
«5'l 3,65 3,66 3,65 3,65 - 1 1 3,656 3
«a
^31
3,69
3,01
3,69
3,00
3,68
3,01
3,69
2,97 - 5 2 3,025 10
^3h 2,73 2,74 2,74 2,73 - 1 1 2,738 7
Hmeta 7,20 7,20 7,20 7,17 - 4 1 7,215 6
^orto 6,97 6,96 6,97 6,94 - 4 1 6,980 9
-OŒ3 3,78 3,79 3,79 3,79 1 1 3,783 5
Coeficiente de variaciôn de los desplazamientos qufmicos con 
la concentraciôn (ppm.litro/mol).
Errores probables en la ultima cifra significative.
Desplazamiento qufmico a diluciôn infinita.
medida. Es interesante senalar, sin embargo, que, si bien 
las variaciones de las constantes con la concentracidn, 
para cada uno de los pH 1,5 y 12,5 no son significativas, 
algunas de las constantes de acoplamiento, principalmente, 
‘^1*2' y *^ 3'4' muestran un cambio que si lo es, al pasar la 
molécula de la forma de dicatidn (pH=l,5) a la forma no pro- 
tonada (pH=10,5).
II.2.4.- Variacidn con el pH.
Se ha estudiado la variacidn de los parâmetros 
magnêticos protdnicos de la puromicina con el pH. Este es- 
tudio se ha llevado a cabo para dos concentraciones de pu-
-2 -  3
romicina: una a 5,6.10 M y  otra a 6,6.10 M, Para la di- 
solucidn mâs concentrada s61o pudo estudiarse el intervalo 
comprendido entre pH 2,5 y 7,2 debido a que, a este ûltimo 
valor, la puromicina précipita. Para la disolucidn mâs di- 
luida, la variacidn con el pH se estudiô en el intervalo 
comprendido entre pH 1,5 y 10,0.
En la Tabla 10, se dan los valores de los despla-
zamientos qulmicos protdnicos de la puromicina, a 26®C,
-  g
6,6.10 M en D^O, para distintos valores del pH. En la fi­
gura 6 se representan estos valores separadamente para los 
protones de la base, el azûcar y el resto -OMe-tirosina. Las 
curvas de titulaciôn obtenidas corresponden a las calculadas 
mediante la ecuaciôn
 ^ *min + I+io(pKi-pH) * {11-2.4.1}
(siendo el desplazamiento qulmico mlnimo (forma bâslca),
y 6^  y 6g los desplazamientos qulmicos por protonaciôn) para 
cada uno de los protones consideradcs , y son las que pro- 
porcionan un ajuste dptimo para los puntos considerados.
Para cada protôn, cuyo desplazamiento qulmico muestra una 
variaciôn significativa al cambiar el estado de ionizaciôn 
de alguno de los grupos ionizables de la molécula, se ob- 
tiene un valor del pK. El valor final de los pK correspon- 
dientes a los dos grupos ionizables se obtuvo como la media 
pesada de los obtenidos para los distintos protones, utili- 
zando como factor de peso el desplazamiento qulmico debido 
a la protonaciôn. Todos estos datos se recogen en la Tabla 14.
El valor del pK mâs âcido, pK^, corresponde obvia- 
mente a la protonaciôn del sistema clclico de la N-diMe- 
adenina, que se admite que tiene lugar en el âtomo de nitrô- 
geno Ni de dicho ciclo. En este punto, es interesante co- 
mentar que la rotaciôn impedida observada en el dicatiôn 
para los grupos N-diMe no se observa ya a pHs mayores que 
el pK correspondiente a la protonaciôn de la base. Ambos 
fenômenos estén, pues, relacionados, concluyêndose que la 
introducciôn del protôn en NI modifica la distribuciôn elec- 
trônica de tal forma que el enlace C6-N6 adquiere un cierto 
carâcter de doble enlace que restringe la rotaciôn en torno 
suyo.
TABLA 10a
Desplazamientos quimicos (ô,ppm, ±0,02) de los
-  3
protones de la puromicina (26*C, 6,6.10 M en
Ü2<0) a distintos valores del pH (1,5-10,0),
6\fH 1,5 2,5 3,8 4,4 5,2 6,2 7,1 8,5 10,0
H2 8,37 8,38 8,34 8,24 8,12 8,08 8,08 8,09 8,09
H8 8,50 8,50 8,45 8,34 8,21 8,19 8,18 8,20 3,20
N(CH^) 2 3,62 3,57 3,49 3,38 3,36 3,35 3,36 3,35
Hl* 6,09 6,08 6,05 5,98 5,89 5,89 5,90 5,90 5,90
H2* - - - - - - 4,63 4,65 4,63
H3' 4,55 4,54 4,54 - 4,47 4,42 4,40 4,39 4,39
H4' 3,90 3,89 3,89 3,88 3,86 - 3,80 3,83 3,82
3,39 3,38 3,40 3,47 3,42 3,37 3,34 3,34 3,35
H5'i 3,68 3,66 3,68 3,70 3,70 3,66 3,62 3,62 3,62
Ha 4,28 4,27 4,29 4,29 4,27 3,89
- 3,70 3,70
Hgl 3,26 3,27 3,28 3,28 3,27 3,13 2,99 2,99 2,99
Hgh 3,09 3,06 3,08 3,08 3,06 2,91 2,75 2,75 2,73
JJ
meta 7,26 7,25 7,26 7,25 7,25 7,22 7,17 7,18 7,18
«orto 7,04 7,03 7,05 7,06 7,03 6,98 6,96 6,97 6,97
OCH- 3,84 3,83 3,84 3,83 3,83 3,81 3,80 3,81 3,81
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Figura 6. Variaciôn con el pli de los desplazamientos quimicos de 
H^ del hidrocloruro de puromicina, 6,6* 10”"^ ?* en D2O, a 
26°C.
El efecto de la protonaciôn se hace sentir sobre el protôn 
H 8  con la misma intensldad que tiene lugar sobre los proto­
nes H2 y -N(CHg) 2  (vêase Tabla 10 y figura 6 ), lo que su- 
pone un reordenamiento de la carga electrônica que se ex- 
tiende al anillo pentagonal del ciclo de purina. Tambiën se 
observan efectos menores, si bien significatives, sobre dis­
tintos protones del anillo de ribosa, destacândose entre 
ellos el del protôn Hl' por su magnitud, y el de los pro­
tones H5'^ y HS'^ por el signo contrario al normalmente ob- 
servado en desplazamientos debidos a efectos inductivos.
El valor del pK mâs bôsico, pK^, corresponde a la 
protonaciôn del grupo -NHg de la OMe-tirosina, puesto que 
los protones mâs afectados son los H^, y H^^, ya que a 
6 ,6 .1 0 ”  ^M en D^O sus 6  ^ son 0,595, 0,285 y 0,337 pprn res­
pect ivcimen te . Los efectos de la protonaciôn de este grupo 
se transmiten también a protones mâs alejados, taies como 
los del nûcleo aromâtico, e, incluso, a algunos protones 
del anillo de ribosa.
En la Tabla 11, se dan los valores de las constan­
tes de acoplamiento medidas para la disoluciôn diluida 
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(6,6.10 M) a distintos valores del pH. Al igual que se 
observô en II.2.3., las constantes ^ *^ 3'4' ribosa
muestran una variaciôn significativa al pasar del dicatiôn 
a la forma neutra.
En la Tabla 12 se dan los valores de los desplaza­
mientos quimicos protônicos de la puromicina a 26®C para la 
disoluciôn mâs concentrada (5,6.10  ^M), para distintos
valores del pH, y en la figura 7 se representan grâfica- 
mente estos valores y sus ajustes a las curvas teôricas.
Los pK résultantes, evaluados de modo anâlogo que en el caso 
anterior, y los desplazamientos quimicos debidos a la pro­
tonaciôn se recogen también en la Tabla 14.
Como puede verse, los valores de los pK, tanto
pK^ como PK2 , no son los mismos para una y otra concentra- 
ciôn. Concretamente, pK^ disminuye y PK 2  aumenta al aumen- 
tar la concentraciôn. Esta dependencia puede ser indice de 
la existencia de algûn tipo de asociaciôn intermolecular en 
la que estôn involucrados los respectivos grupos ionizables.
Al existir en esta disoluciôn un mayor intervalo
de pH entre los dos pK, la dependencia inversa de los des­
plazamientos quimicos de H5'^ y H5'^ respecte a los normal­
mente observados es mâs fâcil de observer, (véase fig. 7).
En la Tabla 13, se dan los valores de las constan­
tes de acoplamiento medidos para la disoluciôn concentrada 
-2
(5,6.10 M) a distintos valores del pH. En dicha Tabla, 
puede constatarse nuevamente la variaciôn de las constantes 
de acoplamiento J^,2 , V ' ^ 3 1 4 1 con el estado de ionizaciôn de 
la molécula.
Algunas anomalies observadas en las medidas de des­
plazamientos quimicos a alto pH aconsejaron la obtenciôn 
de espectros en la zona de pH comprendida entre 10 y 13.
Los desplazamientos quimicos de las senales de puromicina 
en este intervalo de pH se dan en la Tabla 10b. Puede ob-
servarse claramente en dicha Tabla que los protones HI' y 
H 3' sufren un corrimiento a alto campo al aumentar el pH 
muy superior al error experimental de medida. Este corri­
miento ha de adscribirse a la existencia de un tercer pK 
correspondiente al equilibrio de disociaciôn del protôn pep- 
tfdico o bien al del grupo hidroxilo en C2*, anâlogamente a 
lo que ocurre en la adenosina (29) para la que se obtiene 
un pK=12,5.
TABLA 10b
Desplazamientos quimicos (6,ppm ±0,02) de los 
protones de la puromicina (26®C, 7,5.10’^M en 
D 2 O) a distintos valores de pH (9,7-12,5).
9,7 11,5 12,5
H2 8,06 8,07 8,11
H8 8,19 8,17 8,16
N(CHg)2 3,33 3,35 3,37
HI' 5,88 5,79 5,61
H2' —— 4,63 4,66
H3' 4,37 4,32 4,18
H4' —— —— ——
B5'h 3,33 3,37 3,46
H5'i 3,63 3,65 3,68
3,69 —— 3,70
^81 2,97 2,98 3,02
«Bh 2,73 2,74 2,74
H 7,17 7.18 7.21meta
H ___ 6.94 6.95 6.98orto ' '
OCHj 3,80 3,80 3,78
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Figura 7. Variaciôn del pll de los desplazamientos quimicos de 
de puromicina, 5,6*10~^M en D^O, a 26°C.
TABLA 11
Constantes de acoplamiento (J,Hz tO,5) entre 
los protones de la puromicina (26°C, 6,6.10  ^
M en DgO) a distintos valores del pH.
j\pH 1,5 2,5 3,8 5,2 6,2 7,1 8,5 10,0 9,7 11,5 12,5
l'2' 2,4 2,3 3,0 3,3 3,0 2,9 3,0 3,0 2,7 3,5 3,9
2'3' 6,1 6,0 5,9 - - 5,7 5,7 6,3 5,7 6,2
3'4' 8,2 8,7 8,0 7,8 - - 8,1 7,5 7,5 7,3 6,2
4'5^ 4,2 4,2 4,2 3,6 - 4,2 3,7 3,6 - 4,8 4,5
4'5^ 2,0 2,4 2,3 2,1 - - 2,7 - 3,0 -
5'h5'l-13,2 - -13,2 - - - -12,3 - - -
a3h 0,3 9,9 9,3 9,7 9,7 9,7 9,7 9,6 10,0 9,0 9,7
«31 6,3 6,6 6,9 6,6 6,3 5,6 5,5 6,0 6,0 - 6,8
313h -13,8 -13,3 -13,2 -13,5 - --12,9 --12,9 -13,2 .-13,5 - -12,9
om 8,9 8,9 9,0 8,9 8,4 9,5 8,7 8,7 8,5 8,7 8,7
TABLA 13
Constantes de acoplamiento (J,Hz ±0,05) en-
tre
5,6
los protones de 
.10 en DgO) a
la puromicina (26°C, 
distintos valores del pH
J\pH 1,5 2,7 3,5 4,4 5,4 6,6 7,2
l'2* 2,7 2,5 2,8 3,2 2,9 3,2 3,0
2'3' 6,1 5,6 6,0 6,1 6,2 5,8 5,8
3'4* 8,5 8,1 7,6 7,3 7,4 7,2 7,2
4,2 4,1 3,0 4,0 3,3 4,0 3,8
4'5{ 2,4 2,3 1,9 2,1 1,8 2,4 2,1
5'aS'b -13,0 -12,9 - - - - -
«31 9,6 9,3 9,3 9,3 9,6 8,7 9,3
«3h 6,6 6,5 6,5 6,6 6,3 6,6 6,0
313h -13,9 -13,9 -13,7 -13,8 —13,8 —;14,3 -13,5
-lUj-
TABLA 12
Desplazamientos quimicos (5,ppm +0,02) de los
- 2
protones de la puromicina (26®C, 5,6.10 M 
en DgO) a distintos valores del pH.
«\ïH 1,5 2,7 3,5 4,4 5,4 6,6 7,2
H2 8,40 8,39 8,24 8,05 8,02 7,95 7,97
H8 8,53 8,51 8,39 8,23 8,20 8,15 8,14
NCCHj)^ 3,6 3,64 3,50 3,33 3,30 3,23 3,26
HI' 6,10 6,10 6,01 5,90 5,88 5,85 5,84
H2' - 4,77 4,75 4,71 4,70 4,66 4,62
H3» 4,55 4,57 4,54 4,50 4,49 4,47 4,40
H4' 3,90 3,93 3,93 3,91 3,90 3,89 -
3,42 3,42 3,46 3,47 3,46 3,44 3,37
H5'i 3,68 3,69 3,74 3,77 3,76 3,76 3,68
«a 4,29 4,31 4,32 4,33 4,33 4,16 3,94
^81 3,25 3,28 3,28 3,29 3,28 3,18 3,06
«Bh 3,07 3,09 3,09 3,09 3,09 3,00 2,92
U
meta 7,25 7,25 7,25 7,25 7,22 7,20 7,16
®orto 7,03 7,03 7,03 7,02 7,00 6,97 6,94
OCH3 3,84 3,85 3,85 3,86 3,85 3,83 3,81
TABLA 14
Valores de los pK deducldos de las curvas de tltulaciôn 
y desplazamientos quimicos debidos a la protonaciôn.
PK,
6 ,6 .10"3
1 * 2
M
« 2
5,6. 1 0 - 2
F* 2
M
« 2
H2 4,4 0,290 _ 3,8 0,45
H8 4,4 0,308 - - 3,8 0,40 - -
N(CH^ ) 2 4,4 0,265 - - 3,8 0,38 - -
Hl* 4,3 0,188 - - 3,8 0,26 - -
H2* - - - - 3,9 0,07 6,9 0 ^ 1 2
H3* 4,4 0,078 6 , 2 0,078 3,8 0,07 6,9 0 , 1 0
H4* 4,4 0,046 6 , 2 0,032 3,9 0,03 - -
4,4 -0,095 6 , 2 0,137 3,9 -0,08 6,9 0,18
- -0,040 6 , 2 0,090 3,9 -0,09 6,9 0 , 1 2
«a - - 6 , 1 0,595 3,8 -0,05 6,9 0,58
Ha - - 6 , 2 0,285 - - 6 , 8 0,29
Hg, - - 6 , 2 0,337 - - 6,9 0,24
H 6.3 0.075 6.9 0.14meta
«orto
- - 6 , 2 0,073 - - 6,9 0,14
OCH3 - - 6,1 0,033 - - 6,9 0,07
fincd.es 4,4 6 , 1 3,8 6,9
a)
Media ponderada con los valores de los correspond lentes 6's.
II.2.5.- Espectros en âlmetllsulfôxiâo-â^.
Se han reallzado espectros del dlhidrocloruro de
puromicina en disoluciôn de dimetilsulfôxido-d^ (DMSO), a
-  3 -2dos concentraciones, 8,2.10  ^M y  7,0.10 M. De la disolu­
ciôn mâs diluida se obtuvieron espectros a dos temperatu- 
ras, 26** y 67*C. Los desplazamientos quimicos y algunas de 
las constantes de acoplamiento medidas se recogen en la 
Tabla 15. Ademâs de las senales ya observadas en disoluciôn 
acuosa, en los espectros en DMSO aparecen las senales del 
protôn amido unido al nitrôgeno en C3' (doblete, J=6,8 Hz) 
y la de los protones del grupo -&H^ en el de la 0-Me- 
tirosina. Aparece taunbiôn una senal intensa, cuyo desplaza­
miento qulmico depende mucho de la temperatura y de la con­
centraciôn, correspondiente a todos los protones intercam- 
biables, entre los que hah de contârse los dos protones de 
los grupos hidroxilo en C2* y C5*, el protôn en NI de la 
N-dimetil-adenosina, y el agua residual que normalmente im- 
purifica al DMSO.
La asignaciôn del doblete a bajo campo al protôn 
del grupo amida, ha sido confirmada por experimentos de 
doble irradiaciôn. En efecto, al irradiar en el centre de 
esa senal (6 8,70, en el espectro a concentraciôn 7,0.10”  ^
M) se obtiene una coalescencia en la senal a 6 4,48, corres­
pondiente a los protones H2* y H3* y, viceversa, al irra­
diar en este punto coalesce el doblete a 6 8,70. De modo 
anâlogo se confirmaron las asignaciones de los protones 
-SHj , Hgi, Hgg y H4-.
Los protones, cuyos desplazamientos quimicos se 
afectan mâs al pasar de D2 O a DMSO son: el H8 de la base, 
que sufre un desplazamiento a bajo campo, el H2* de la ri­
bosa, y los protones y  ^ de la 0-Me-tirosina. Las se­
nales de estos très ûltimos protones se corren, por el con­
trario, hacia alto campo. El mâximo corrimiento es el que 
présenta el protôn (0,33 pprn).
Al variar la concentraciôn se afectan principalmente 
los protones H2 y H8 de la base, asi como el protôn de la 
amida y principalmente los del grupo En todos los
casos, al aumentar la concentraciôn las senales se desplazan 
a campo bajo. Al variar la temperatura, se afectan principal­
mente las senales del protôn H8 y la del grupo amida, en suti- 
bos casos desplazândose a alto campo al aumentar la tempera­
tura .
La magnitud de las variaciones observadas no son, 
en todo caso, muy grandes (<0,3 pprn), y los desplazamientos 
quimicos relativos y las constantes de acoplamiento se con- 
servan, lo que indica que, en general, la conformaciôn mole­
cular global es anâloga en uno y otro disolvente y que las 
interacciones intra e inter-moleculares no son muy sérias.
La variaciôn mâs notable en este sentido es la mostrada por 
la suma de acoplamientos que en DMSO es de 13,0
Hz y en D 2 O 15,9 Hz. Esta variaciôn es indicative de que en 
DMSO las poblaciones relatives de los très rotâmeros corres- 
pondientes al enlace C^-Cg estân mâs homogôneamente poblados.
“J.U f-
TABLA 15
Espectros de del dlhidrocloruro 
de puromicina en dimetilsulfôxido-d^
6 (a)
7,0.10“^  
26 *C
8,2.10‘^M
26*C
8,2.10"^
67*C
7,0.10“^
26*C(D20)
H2 8,42 8,29 8,26 8,39
H8 8,72 8,53 8,41 8,51
N(CHg)2 3,58 3,55 3,50 ~3,6
HI* 6,07 5,99 5,99 6,09
H2* 4,48 4,48 4,54 4,77
H3* 4,48 4,48 4,54 4,55
H4* 3,98 - 3,89 3,88
Hs; 3,38 - - 3,40
~3,7 - - 3,68
H« 3,98
- 4,09 4,27
Hgh 3,00 2,98 3,03 3,07
Hgl 3,00 2,98 3,03 3,27
If
meta 7,19 7,18 7,21 7,24
Horto 6,91 6,90 6,91 7,00
OCH 2 3,74 3,74 3,76 3,83
-NHCO 8,70 8,59 8,41 -
8,51 8,26 8,21 -
3j
6,8 Hz 7,2 Hz
Hz 14,2 Hz 15,5
3 J
^4*5*1 4,0
Hz 4,0 Hz
6±0,02 p.p.m. con respecte a TMS en DMSO y a DSS en DgO
-lUO-
II.2.6.- Tiempos de relajaciôn longitudinal (T^).
Siguiendo el mêtodo de pulsos 180®-t -90®, descri- 
to en II.1.5., se han medido los tiempos de relajaciôn lon­
gitudinal, , de los protones del dlhidrocloruro de puro­
micina (disoluciôn en D^O, 0,18 M, pH=2,5, 26®C). En la 
Tabla 16 se dan las medidas, expresadas en cm, de las in- 
tensidades de las llneas elegidas para cada protôn, en fun- 
ciôn del tiempo de espera entre pulsos,t . En la columns 
final de la Tabla se dan los resultados del ajuste por mi­
nimes cuadrados de la ecuaciôn {11.1.5.2}, que proporciona 
el tiempo de relajaciôn, T^, para cada protôn, junto con su 
error probable.
TABLA 16
Medidas de tiempos de relajaciôn longitudinal pro­
tônicos (T^), para una disoluciôn 0,18 M en DgO, 
pH=2,5, a 26®C, del dlhidrocloruro de puromicina.
0,2 0,4 0,8 1,6 3,2 6,4 00 T, 0
H2 -11,70 -7,28 -5,16 0,92 7,00 12,61 15,09 2,62+0,07
H8 - 2,42 -0,70 2,62 6,12 7,88 8,08 8,16 0,78±0,04
Noai,), 0, 0,98 1,80 2,40 2,75 2,80 2,94 0,6510,08
Hl' - 1,49 -0,60 1,16 2,82 3,84 3,92 3,82 0,82+0,03
H2' - 0,56 0,62 1,58 2,10 2,20 2,30 2,30 0,41+0,01
H3* - 0,46 0,62 1,30 1,70 1,84 1,85 2,00 0,42+0,03
H4' - 0,10 0,20 0,72 1,18 1,24 1,18 1,25 0,52+0,05
-k 0,96 1,06 1,30 1,30 1,45 1,40 1,35 0,18+0,07
H + 1,00 1,50 1,70 1,72 1,80 1,80 1,78 0,15+0,05
- 0,34 0,30 0,90 1,62 1,80 1,82 1,85 0,57+0,03
Hg 0,73 1,06 1,12 1,20 1,20 1,28 1,20 0,14+0,01
Hg. 0,90 1,14 1,25 1,40 1,32 1,30 1,38 0,15+0,01
Il
meta
Horto
OCH^
- 1,28 
- 1,72 
-12,06
1,58
0,42
1,80
3,96
3,50
12,70
5,90
6,02
23,10
6,34
6,85
26,60
6,40
6,90
6,20
6,90
0,4810,01
0,59+0,05
0,59±0,02
II.3. Espectros de de gougerotina. Resultados
II.3.1.- Asignaciôn y anâlisis de espectros.
El espectro de RMN del a 90 MHz, del hidroclo­
ruro de gougerotina disuelto en D^O, a concentraciôn 0,12 M 
y a temperatura de 26®C, puede verse en la figura 8. La re- 
ferencia interna es DSS. Los dobletes a 6 7,83 y 6 6,13 
(J=7,5 Hz) se asignan respectivamente a los protones H6 y 
H5 del resto citidilo, de acuerdo con los abundantes datos 
expérimentales existentes para nucleôsidos y nucleôtidos 
de citidina (35). La senal compleja con centro en 6 5,78, 
corresponde, obviamente, al protôn anomérico Hl*. La estruc- 
tura de esta senal es indicative de que los protones H2 * y 
H3 * estân fuertemente acoplados. A campo mâs alto de la 
senal de H-O-D se sitûa, en primer lugar, la senal corres­
pondiente al H^ del resto serinil, con centro en 6 4,58, 
triplete. La absorciôn comprendida en el intervalo 6 4,4-3,6 
corresponde a 8 protones. El multiplete con centro en ô 4,1 
se asigna a los protones H5* y H4*, lo que se justifica 
mâs adelante por anâlisis completo. El doblete con centro 
en 6 3,89, que puede observarse mâs claramente al variar el 
pH, corresponde a los protones Hg y Hg, del resto serinil, 
cuyo desplazamiento qulmico coincide accidentalmente. El 
singlete situado a 6 3,84, ha de asignarse a los protones 
-C^.Hz- del resto sarcosil. Las senales de los protones H2* 
y H3 *, fuertemente acoplados se encuentran ocultas por las 
dos ûltimas senales descritas. Su situaciôn se ha confirmado 
por doble resonancia. Al irradiar en 6 3,89 se obtienen coa-
iGscencias en (serinil) y en la senal del protôn H1‘.
Por ûltimo, el singlete de intensidad équivalente a 3 pro­
tones situado a 6 2,69, ha de asignarse a los protones del 
grupo N-CHg del resto sarcosilo.
Al igual que en el caso de la puromicina, la asig­
naciôn de senales a protones concretos, no ofrece dudas y 
puede considerarse como firmemonte establecida.
La estructura de los multipletes observados para 
los protones del nûcleo de glucosa, es muy compleja y no 
pueden observarse suficientes detalles como para llevar a 
cabo un anâlisis completo riguroso. Con objeto de confirmer 
la asignaciôn de los protones H2', H3', H4' y H5' y extraer 
valores de los acoplamientos vecinales, se llevaron a cabo 
una serie de câlculos de espectros con parâmetros iniciales 
que fueron progrèsivarnente refinândose por el procedimientc 
de prueba y error, hasta conseguir un acuerdo razonable 
entre los espectros observado y calculado. En la Tabla 17 
se dan los valores de los parâmetros magnêticos, desplaza­
mientos quimicos y constantes de acoplamiento finales, y 
en la figura 9 se representan los espectros observado y cal­
culado .
- Ü 4  —
TABLA 17
Desplazamientos quimicos (6,ppm a partir de DSS) y 
constantes de acoplamiento (J,Hz) résultantes del
anâlisis de los sistemas de espines Hl*-H2*-H3*-H4*-
-H5', H„-Hg-Hg. y H,*, del cloruro de gougerotina.
Sistema H1'-H2'-H3‘-H4'-H5*
Desplazamientos qufmicos Constantes de acoplamiento
(6,ppm; ±0,02) (J,Hz; ±0,5)
Hl* 5,73 1*2* 9,0
H2* 3,87 2*3* 9,2
H3* 3,85 3*4* 9,2
H4* 4,09 4*5* 9,8
H5* 4,17
Sistema a p Hgi
Desplazamientos qufmicos Constantes de acoplamiento
(6,ppm; ±0,02) (j,Hz; ±0,5)
4,56
“b , 3,88 
Hg.>
Sistema
Desplazamientos qufmicos
(6,ppm; +0,02)
%  3,98
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II.3.2.- Variaciôn con la temperatura.
En la Tabla 19 se dan los desplazamientos quimicos 
y algunas constantes de acoplamiento de los protones del 
hidrocloruro de gougerotina, en disoluciôn 0,12 M en D^O, 
pH 5,4, a diversas temperaturas comprendidas en el inter­
valo 26°-60*C.
Asimismo, en la Tabla 18 se dan los desplazamientos 
quimicos y algunas constantes de acoplamiento de los proto­
nes del hidrocloruro de gougerotina en disoluciôn 1,1.10 
en DgO, pH=l,5 a diversas temperaturas en el intervalo de 
26® a 67®C, y en la Tabla 20 para la gougerotina en disolu­
ciôn 8,6.10  ^ M en DgO, pH=13 en el mismo intervalo de tem­
peraturas .
Ninguno de los parâmetros observados muestra, en 
este intervalo, una variaciôn mayor que el error experimental
- JLJ.D-
TABLA 18
Desplazamientos quimicos (6,ppm a partir de DSS, 
±0,02) y constantes de acoplamiento (J,Hz; ±0,5) 
observadas a distintas temperaturas del hidroclo-
ruro de gougerotina (1,1.10 -2M en D 2 O, pH==1,5).
6\t (®C) 26 41 51 57 67
H5 6,34 6,35 6,35 6,36 6,37
H6 8,09 8,09 8,06 8,06 8,05
Hl* 5,77 5,78 5,75 5,76 5,74
H2*
H3*
H4* 4,12 4,12 4,12 4,11 4,13
H5* 4,22 4,23 4,23 4,25 4,24
«a 4,57 4,57
3,86 3,87 3,86 3,87 3,87
3,99 3,99 3,99 3,99 3,99
NCHg 2,79 2,79 2,80 2,80 2,82
J 56 7,6 7,8 7,6 7,8 8,1
J 1*2* 9,4 9,0 9,0 9,3 8,7
1 * 1 12,6 10,8 12,2 11,6 12,0
- 1 1 7 -
TABLA 19
Desplazamientos quimicos (6,ppm a partir de DSS 
±0,02) y constantes de acoplamiento (J,Hz; ±0,05) 
observadas a distintas temperaturas del hidro­
cloruro de gougerotina (0,12M en D^O, pH=5,4).
6\t (®C) 26 28 38 44 47 54 60
H5 6,13 6,13 6,13 6,13 6,13 6,14 6,13
H6 7,83 7,82 7,81 7,81 7,81 7,81 7,80
Hl* 5,78 5,76 5,76 5,76 5,76 5,75 5,75
H2* 3,91 3,90
H3* 3,89 3,88
H4 * 4,13 4,12 4,12 4,12 4,12 4,12 4,13
H5* 4,21 4,22 4,21 4,21 4,22 4,23 4,23
«a 4,59 4,58 4,58 4,58
—— 4,59 4,58
3,89 3,89 3,88 3,88 3,88 3,88 3,89
«a- 3,84 3,83 3,83 3,83 3,83 3,83 3,82
NCH^ 2,69 2,69 2,69 2,69 2,70 2,70 2,69
J 56 7,5 7,5 7,5 7,6 7,6 7,6 7,6
J 1*2* 9,0 9,0 9,0 9,5 9,2 9,2 9,4
1 aB+a6 * | 10,6 10,6 11,4 11,2
- 1 1 8 -
TABLA 20
Desplazamientos quimicos (6,ppm a partir de 
DSS, ±0,02) y constantes de acoplamiento (J, 
Hz; ±0,5) observadas a distintas temperaturas
para la gougerotina (8,6.10 en DgO, pH:=13)
ô\t (®C) 26 41 51 57 67
H5 6,14 6,13 6,13 6,13 6,13
H6 7,83 7,81 7,81 7,81 7,82
Hl* 5,65 5,68 5,66 5,67 — —
H2* 3,85 3,86 3,85 3,85 3,84
H3* 3,85 3,86 3,85 3,85 3,84
H4* 4,08 4,07 4,07 4,08 — —
H5* 4,16 4,15 4,16 4,15 — —
«a
3,85 3,86 3,85 3,85 3,84
«a* 3,36 3,35 3,35 3,35 3,34
NCH^ 2,34 2,33 2,33 2,33 2,33
J 56 7,5 7,5 7,5 7,8 7,5
J 1*2* — — 8,7 9,3 9,0 —
1a6 + a$''1
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II.3.3.- Variaci6n con la concentraciôn.
En las Tablas 21, 22 y 23, se dan los desplaza- 
mientos quîmicos y algunas constantes de acoplamiento a 26®C, 
del hidrocloruro de gougerotina a (pH=l,5), (pH=5,7) y a 
(pH=13) respectivamente a diferentes concentraclones, no ob- 
servândose en los parâmetros medidos ningûn cambio con la 
variaciôn de la concentracidn mayor que el error experimen­
tal .
TABLA 21
Desplazamientos quîmicos (6,ppm a partir de DSS; ±0,02 
ppm) y constantes de acoplamiento (J,Hz; 0,5) de los 
protones del hidrocloruro de gougerotina (26®C, en di- 
soluciôn de DgO, pH=l,5) a distintas concentraciones.
f\Concent ra 
^'cion (M)“’ 2,0.10“^ 4,0.10"3 8,0.10"3 1,6.10"^
HS 6,35 6,35 6,36 6,34
H6 8,11 8,12 8,11 8,10
Hl' 5,78 5,79 5,78 5,78
H2* —  •— —  — —  — mm
H3' mm mm mm M mm mm mmmmrn
H4’ 4,12 4,12 4,12 4,11
HS' 4,21 4,22 4,23 4,23
M mm mm mm 4,57 4,56
Hg 3,88 3,88 3,88 3,88
4,00 3,99 3,99 3,99
NCHg 2,79 2,80 2,80 2,80
J 56 8,4 7,8 7,6 7,8
J 1*2' 9,0 8,8 9,3 9,6
J |a$+a3’1 10,8 12,0 11,4 11,7
TABLA 22
Desplazamientos quîmicos (6,ppm a partir de DSS; ±0,02 
ppm) y constantes de acoplamiento (J,Hz; ±0,2) de los 
protones del hidrocloruro de gougerotina (26*C en di- 
soluciôn de DgO, pH=5,7) a distintas concentraciones.
A Concentra 
%  ion (-'O" 8,0.10“^ 1,5.10“^ 3,0.10'^ 6,0.10"^
H5 6,11 6,13 6,12 6,13
H6 7,83 7,83 7,82 7,83
Hl* 5,69 5,70 5,69 5,71
H2* — — — — —— —
H3* — — — —
H4* 3,93 3,92 3,95 —
H5* 4,04 4,05 4,05 ——
Ha
3,85 3,85 3,85 3,86
4,00 4,01 4,02 4,01
NCH^ 2,76 2,77 2,78 2,79
J 56 7,5 7,3 7,5 7,5
J 1*2* 6,8 6,8 6,8 6,8
TABLA 23
Desplazamientos quîmicos (6,ppm a partir de DSS,
±0,02 ppm) de loS protones de la gougerotina (26®C en 
disoluciôn de D^O, pH^13) a distintas concentraciones
a Concent ra 
*\c;ôn (M)~ 1,2.10'^ 2,4.10"3 4,8.10“^ 9,6.10“^
H5 6,11 6,10 6,11 6,11
H6 7,81 7,81 7,81 7,81
Hl* 5,65 5,66 5,63 5,62
H2* —  — — — — — —
H3*
H4*
H5*
—  — — — — — —
-- — — —
Ha
Hg 3,83 3,85 3,84 3,83
H.'
NCH,
3,33
2,31
3,34
2,33
3,34
2,32
3,34
2,32
II.3.4.- Variacidn con el pH.
Se ha estudiado la variacidn de los parâmetros 
magnêticos protônicos de la gougerotina con el pH. Este 
estudio se ha llevado a cabo para una disoluciôn 8,3.10 ^
M en DgO, y para un intervalo de pH comprendido entre 1,5 
y 11,3.
En la Tabla 24 se dan los resultados de estas me- 
didas. Y en la figura 10 se representan los valores de los 
desplazamientos quîmicos de los protones trente al valor 
del pH. Las curvas de titulaciôn obtenidas corresponden a 
las calculadas mediante la ecuaciôn {11.2.4.1}, con los va­
lores de pK^, pKg e incrementos de desplazamientos quîmicos 
dados en la Tabla 25. Estos valores son los que proporcio- 
nan un ajuste Ôptirao de los puntos considerados.
El valor del pK mâs âcido, pK^=4,3, corresponde 
obviamente a la protonaciôn del resto citidilo, que tiene 
lugar en el âtomo de nitrôgeno N3 de dicho ciclo. Los pro­
tones mayormente afectados por este cambio de estado de io- 
nizaciôn son, lôgicamente, los protones H5 y H6 de la base. 
Los protones Hl' y H5' parecen también afectarse muy lige- 
ramente.
El valor del pK mâs bâsico, pK2=7,5, corresponde 
a la protonaciôn del Stomo de N del resto sarcosilo, y con- 
secuentemente, los desplazamientos quîmicos mâs afectados 
son los de los protones en los carbonos en a a dicho âtomo 
(-CHgQ,- y N-Me). Un pequeno efecto puede detectarse tam- 
biên sobre el protôn unido al carbono a del resto serinil.
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TABLA 24
Desplazamientos quîmicos (ô,ppm a partir de 
DSS; ±0,02) y constantes de acoplamiento (J,
Hz; ±0,05) de los protones de gougerotina (8.10^ 
M en D 2 O, 26®C) a distintos valores del pH.
6 \ eh 1,5 3,5 4,3 5,4 6,1 6,5 7,2 8,3 9,2 9,5 11,3
H5 6,32 6,31 6,22 6,11 6,12 6,12 6,12 6,10 6,10 6,12 6,11
H6 8,09 8,07 7,94 7,79 7,81 7,80 7,80 7,80 7,80 7,80 7,80
Hl* 5,76 5,76 5,75 5,73 5,74 5,74 5,74 5,73 5,73 5,75 5,70
H2* — — — — — — — — — — —
H3* — — — — — — — — — — —
H4* 4,10 4,10 4,11 4,09 4,10 4,09 4,08 4,08 4,08 4,10 4,07
H5* 4,22 4,21 4,20 4,18 4,18 4,18 4,18 4,19 4,18 4,19 4,18
«a
— — — 4,56 4,56 4,55 4,54 4,53 — — 4,52
«6 3,87 3,86 3,87 3,86 3,87 3,85 3,85 3,86
—— 3,86 3,85
3,99 3,99 3,99 3,97 3,94 3,82 3,78 3,52 3,37 3,36 3,34
NCBg 2,79 2,79 2,78 2,78 2,75 2,67 2,65 2,45 2,34 2,34 2,32
J 56 8,1 8,2 7,9 7,7 7,5 7,6 7,8 7,5 — 7,8
J 1*2* 9,3 9,0 9,0 9,0 8,4 9,2 9,4 9,3 — — 9,0
J |a3+a3*| — — — 10,5 10,8 10,2 10,8
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Figura 10. Variaciôn con el dK de • los desplazar ^ .entos 
quîmicos de 1H de gougerotina, 8.10“^M en 
D2O, a 26*C.
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TABLA 25
Valores de los pK deducidos de las curvas de titulacidn y
desplazamientos quîmicos debidos a la protonaciôn (6  ^ y ôg)
8,3.10"^ M
6 PK, PKg «2
H5 4,3 0,21 —— ——
H6 4,3 0,29 —— —
HI' 4,3 0,03 —— —
H2' — — — — —
H3' — — — —
H4 ' 4,3 0,01 — ——
H5* 4,3 0,04 — —
«a
—— —— 7,6 0,04
«e
«a'
NCHg
— —
——
7.6
7.6
0,65
0,47
Valores de 
pK finales 4,3 7,6
II.3.5.- Espectros en dimetilsulfôxldo-d^.
Se han reallzado espectros del hidrocloruro de gou­
gerotina en disoluciôn de dimetilsulfôxido-d^ (DMSO), 9,1.10 ^  
M, a dos temperaturas, 26*C y 68®C. En el espectro a 26®C, 
ademâs de las senales yà observadas en el espectro en diso­
luciôn de D^O, se obtienen las senales de los protones de 
los très grupos amida y la del grupo -NH^ en C4 del resto 
citidilo. La senal a roâs bajo campo (6 8,29, doblete J *=
? 8,2 Hz) se asigna al protôn del grupo amida del resto se­
rinil, pues al irradiar en esta posiciôn con una segunda 
fuente, se observa una coalescencia en el multiplete a ô 
4,34 asignado al protôn H^, con el que se encuentra en una 
situaciôn vecinal. El multiplete con centro en 6 7,97, ha 
de asignarse al protôn amida del resto 4 '-aminoglucosil, 
ya que al irradiar en las proximidades de la senal del pro­
tôn H4* (6 3,8), se obtiene una coalescencia en ô 7,97. En 
arA)os casos, los experimentos de doble irradiaciôn se 11e- 
varon a cabo intercambiando las posiciones de las fuentes 
de observaciôn e irradiaciôn, confirmândose consistente- 
mente las conclusiones obtenidas.
Con centro en ô 7,22 se obtiene una senal ancha 
(13 Hz) con intensidad correspondiente a cuatro protones.
Esta senal ha de asignarse a los protones del grupo amida 
en C5* y a los del grupo -NH^ en C4 del citidilo, cuyo in­
ter cambio con los protones del H^O que acompana al DI4S0 ha 
de ser mâs lento que el correspondiente a los protones uni. • 
dos al âtomo de nitrôgeno (amina) del resto sarcosilo. La
spvial correspondiente a estos protones se identifica enton- 
ces con la del HgO, de donde se deduce que ambos se encuen- 
tran en un râpido equilibrio de intercambio.
También se observan en este espectro las s “aies 
correspondientes a los grupos hidroxilo en C2*, C3* y 
(serinil). La senal a 6 5,33 con apariencia de triplete 
ehsanchado (J-3,6) corresponde al OH en el (serinil), 
pues éste âtômo de carbono ec el ünico de los très que so- 
porta dos protones. La asignacién concreta de las otras 
dos senales (6 4,88 y 6 5,11) a los protones de los grupos 
hidroxilo en C2* y C3' no puede determinarse.
Con relaciôn al espectro en disoluciôn de D^O, en 
general, todas las senales muestran un desplazamiento a 
alto campo, comprendido entre 0,02 ppm (H6 del citidilo) 
y 0,53 ppm (-C^.H^- del resto sarcosilo). Los protones mâs 
afectados son el H5 de la base y los protones en a al âtomo 
de nitrôgeno del grupo sarcosilo. Ello parcce indicar que 
al cambiar el disolvente se alteran principalmente las con­
centraciones relatives de la forma amino y de la forma pro- 
tonada del sarcosilo. Asîmismo, en el resto citidilo, pare- 
ce alterarse la cinética de rotaciôn del grupo -NH^ exocf- 
clico, o bien la posiciôn del equilibrio entre formas te - 
tcmeras de la base.
Al aumentar la temperature, las variaciones que se 
observan en los desplazamientos quîmicos de los protones 
unidos a âtomos de carbono, son menore" que el error ex­
perimental . Todas las senales observadas correspondientes a
protones unidos a heteroâtomos (0 6 N) se desplazan a campo 
alto, indicando de forma cualitativa la rotura de enlaces 
de hidrôgeno y el enriqueciraiento proporcional de formas 
no asociadas.
Las senales a 6 8,29, 5,33, 5,11 y una componente 
(2 protones) de la senal a 6 7,22 se ensanchan al aumentar 
la temperature, indicando que estos protones, a temperature 
arobiente, se encuentran en una situaciôn de intercambio 
lento. La senal à 6 7,97 (protôn amida del grupo 4 '-amino- 
glucosil), no sufre modificaciones en su anchura, indicando 
que, a 68®C continûa en esa situaciôn. Por ültimo, una se­
gunda componente de la senal a 6 7,22, correspondiente a 
dos protones, y asignable a los protones del grupo -NHg 
del resto citidilo, sufre un estrechamiento al aumentar la 
temperature. Ello indica que taies protones, a temperatura 
ambiente, se encuentran en un proceso de equilibrio râpido 
(probablemente el de rotaciôn en torno al enlace exocl- 
clico C4-N4).
TABLA 26
i
Espectros de H (en ppm referidas a DSS ±0,02 
ppm) del hidrocloruro de gougerotina en di­
soluciôn de dimetilsulfôxido-d^ (9,1.10  ^M).
6 (DSS) 26* 68* D 2 O
H5
H6
5.76
7.76
5,78
7,73
6,11
7,79
Hl*
H2*
H3*
H4*
H5*
5,54
3,91
5,57
3,78
3,96
5,73
4,09
4,18
Sm ,
4,34
3,47
2,46
4,36
3,64
3.48
2.48
4,56
3,87
3,97
2,78
-OONH-(4 ' -ami nog 1 ucos î 1 ) 
-(XNH-(serînîî) 
-OONH«(g1ucosî 0 
-NH ^(cîtîdil)
—CoHmOH
C2^-6H- - 
C3*-0H
7,97
8,29
7.22
7.22 
5,33
,11,4,
7,80
8,14
7.07
7.07
5.08
88 4,74
J (Hz)
%
8,7
7,5
8,8
7,5
9,0
7,5
^H8aOH
^HObOH
3,0
4,2 — —
^NH-c4'H 7,5
8,2
10,5 10,6
II.3.6.- Tiempos de relajaciôn .
Se han medido los tiempos de relajaciôn longitu­
dinal, , de los protones del hidrocloruro de gougerotina 
(disoluciôn en D^O, 0,12 M, pH=5,4, 26®C), siguiendo el 
mêtodo de pulsos 180°-t-90°, descrito en II.1.5. En la Ta­
bla 27 se dan las medidas de ( (A^-A^) /A^ )^ , en donde los 
correspondientes valores de A se han medido en cm, para 
distintos valores de T .  En la columna final de la Tabla se 
dan los resultados del ajuste por mînimos cuadrados y los 
valores résultantes para los tiempos de relajaciôn longi­
tudinal, T^, junto con los errores estandar de ajuste. A 
cada medida se asignô un peso, que fue el valor de (A^-A^), 
por corresponder éste al error absoluto de cada medida del 
log ((A^-A^)ZA^).
TABLA 27
Medidas de tiempos do relajaciôn longitudinal pro- 
tônicos (T^), para una disoluciôn 0,12 M en D^O, 
pH=5,4, a 26®C, del hidrocloruro de gougerotina.
((A„-A^)/AJ\t (s) 0 0,05 0,10 0,20 0,40 0,80 T, (s) a
H5
H6
2,0
2,0
1,62
1,77
1,44
1,33
1,09
0,92
0,82
0,56 0,10
0,44
0,28
0,06
0,02
Hl'
H2'
H3'
H4'+H5'
2,0 1,47 1,20 0,95 0,48 0,12 0,29 0,02
2,0
-
1,35 1,18 0,67 0,28 0,40 0,03
% 2,0 1,72 1,19 0,81 0,53 0,17 0,31 0,03
2,0
2,0
1,33
2,0
1,36
1,61
0,89
1,57
0,62
0,95 0,45
0,34
0,53
0,06
0,04
1 3II.4. Espectros de C de puromicina y gougerotina. Resul­
tados y Asignaciôn
II.4.1.- Puromicina.
El espectro de RMN de a 22,63 MHz, del dihi-
drocloruro de puromicina, en disoluciôn 0,18 M en D^O, pH
2,5 y 26°C de temperature, se muestra en la figura 11. En
la Tabla 28 se consignan los desplazamientos quîmicos de 
1 3C (en abundancia natural) a diferentes pH, la multipli-
cidad de cada senal debida a acoplamientos directes,
-, y al v'ior de estas constantes. Los desplazamientos 
H
quîmicos se dan en la Tabla con referenda al TMS. Se inclu- 
yen también los valores de los tiempos de relajaciôn, T^, 
asî como la asignaciôn propuesta teniendo en cuenta todos 
estos datos.
En la Tabla 29 se comparan los desplazamientos 
quîmicos de la puromicina, en sus formas de dicatiôn y ca- 
tiôn, con valores tomados como modelo, que han sido escogi- 
dos de molêculas anâlogas (36 y 38). En la Tabla 30 se com­
paran los desplazamientos quîmicos que sufren los carbonos 
de los restos NrN-dimetil-adenil y ribosil cuando se protona 
la base, con los que tienen lugar en las mismas condiciones 
en molêculas anâlogas (37). Del mismo modo, en la Tabla 31 
se comparan las constantes de acoplamiento a través de un
enlace, J^._ - , observadas para el dicatiôn, con valores
H
seleccionados de molêculas anâlogas (39 y 40).
La asignaciôn de senales a nûcleos concrètes de  ^
se ha basado en los siguientes criterios: a) desplazamientos
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TABLA 28
Desplazamientos quîmicos de ^ (6,ppm respecte 
a TMS; ±0,5), constantes de acoplamiento ^^C-H 
(J,Hz; ±1) y tiempos de relajaciôn longitudinal 
de (T^,s) de puromicina (0,18 M en DgO).
2,5
6
pH
3,8 5,5
Mu 1 t^ As î grij c î ôn
171,0 171,5 171,3 S - 3 1 ±0,2 Cl"
160,4 160,5 160,5 s - 2 3+0,8 07"
150,2 154,2 155,7 s - 6 il 06
149,3 150,1 150,2 s - 3 7 +0,2 04
146,8 151,7 153,6 d 217 0 35+0,01 02
142,4 140,8 139,8 d 219 0 18+0,05 08
132,4 133,1 132,7 d 161 0 27+0,02 05"
128,2 128,5 128,3 s - 1 1 ±0,1 04"
121,3 120,8 120,8 s - 6 1 ±0,8 05
116,4 116,9 116,6 d 164 0 30+0,02 06"
91,9 91,8 91,5 d 172 0 28±0,05 01'
84,4 84,9 84,7 d 157 0 23+0,03 04'
75,2 75,6 75,4 d 157 0 29±0,01 02'
62,2 63,0 62,9 t 146 0 13+0,01 05'
57,4 57,9 57,7 c 146 1 4 +0,2 08"
56,4 57,1 56,6 d 150 0 20+0,02 03*
52,5 53,2 53,0 d 146 0 23+0,02 02"
42,4 42,0 41,1 c 156 — —— OlO
37,8 38,5 38,6 t 131 0 15+0,02 03"
^^MultîpHcîclad: s, singlete; d,
t, triplete; c.
doblete; 
cua rte te
quîmicos de molêculas anâlogas; b) multiplicidad debida a 
los acoplamientos directes c) tiempos de relajaciôn
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de C y d) desplazamientos quîmicos por protonaciôn.
El espectro de  ^ del dihidrocloruro de puro­
micina puede dividirse en dos zonas bien diferenciadas (fi­
gura 11); la zona a bajo campo, que incluye al carbono car- 
bonîlico y a los carbonos aromâticos y la zona a alto campo 
que incluye a los restantes nûcleos de carbono de la molé­
cule.
En la zona a bajo campo, el carbono carbonîlico se 
asigna inequîvocamente a la senal a 6 171,0 por su despla­
zamiento quîmico grande, por no mostrar desdoblamientos de­
bidos a protones directamente unidos y por su tiempo de re­
lajaciôn relativamente grande. De los carbonos del anillo 
bencénico, dos de ellos no presentan acoplamiento con pro­
tôn (C4" y C7"). La senal de entre ellas que aparece a cam­
po mâs bajo (6 160,4) se asigna a C7", que soporta al grupo 
metoxilo, y la otra, que aparece a 6 128,2, se asigna a C4". 
Los tiempos de relajaciôn de estas senales son consecuentes 
con su asignaciôn a carbonos no protonados. Las dos senales 
de mayor intensidad del espectro, que se sitûan dentro de 
esta zona, se asignan a los carbonos C5" y C6", correspon- 
diendo cada senal a dos carbonos équivalentes. Ambas sena­
les aparecen como dobletes en el espectro sin irradiaciôn 
de protôn, ajustândose el valor de ^ ^  al esperado para 
carbonos aromâticos. Asîmismo, sus tiempos de relajaciôn 
son casi un orden de magnitud menores que los cuaternarios,
lo que confirma de nuevo su asignaciôn. Por su desplaza­
miento quîmico, la senal a 6 116,4 ha de asignarse a los 
carbonos en orto al grupo metoxilo y la senal a 6 132,4 a 
los protones meta.
Las restantes senales de esta zona se asignan a 
los carbonos del resto N,N-dimetil-adenil. La senal a mâs 
alto campo de entre ellas, ô 121,3, se asigna a C5. Esta 
asignaciôn se basa en la multiplicidad de dicha senal en 
el espectro sin irradiaciôn de ^H, en su gran tiempo de re­
lajaciôn y en el hecho bien conocido (41) de ser el carbono 
C5 el de mayor densidad electrônica II del anillo de purina. 
De las cuatro senales restantes, dos de ellas se muestran 
como dobletes en el espectro sin irradiaciôn de y las 
otras dos como singletes (respecto al acoplamiento directo 
dos primeras han de asignarse, pues, a los car­
bonos C2 y C8. La atribuciôn definitiva de C2 a la senal a 
ô 146,8 se basa en el gran desplazamiento a bajo campo que 
sufre dicha senal al desprotonarse la base en NI. Este mismo 
criterio se utiliza también en la asignaciôn de C6 a la se­
rial a ô 155,7 en el espectro correspondiente al roonocloruro 
(base desprotonada). La asignaciôn especîfica de C4 y C6 a 
las senales a 6 150,2 y 6 149,3 en el espectro del dicloruro 
(base protonada) no puede hacerse con toda seguridad. La
estructura de los multipletes observados en el espectro
1 1 3 1sin irradiaciôn de H (debidos a acoplamientos C- H a
través de mâs de un enlace) favorecen la asignaciôn pro­
puesta en la Tabla 28, si bien los datos de desplazamiento 
por protonaciôn parecen apoyar la asignaciôn inversa.
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TABLA 29
Comparaciôn de los desplazamientos quîmicos de
(5,ppm respecto a TMS; ±0,5) del di- (pH 2,5) 
y mono- (pH 5,5) hidrocloruro de puromicina 
(0,18M en DgO) con los de molêculas anâlogas.
2CÎH Puromicina (pH 2,5) CIH Puromicina (pH 5,5)
ômodelo *^ obs ^obs *^ mod 6 . fmodelo o^bs o^bs m^c
C2 146,5 146,8 0,3 152,9 153,6 0,7
C4 151,9 149,3 -2,6 150,0 150,2 0,2
C5 121,9 121,3 -0,6 121,8 121,0 -0,8
C6 149,2 150,2 1,0 156,1 155,7 -0,4
C8 141,1 142,4 1,3 139,6 139,8 0,2
CIO 42,4 — 37,8 41,1 3,3
Cl' 91,7 91,9 0,2 90,8 91,5 0,7
C2' 73,5 75,2 1,7 73,4 75,4 2,0
C3' 56,5 56,4 -0,1 55,9 56,6 0,7
C4' 88,6 84,4 -4,2 88,4 84,7 -3,7
C5’ 64,6 62,2 -2,4 64,5 62,9 -1,6
Cl" 171,2 171,0 -0,2 171,2 171,3 0,1
C2" 55,6 52,5 -3,1 55,6 53,0 -2,6
C3" 37,2 37,8 0,6 37,2 38,6 1,4
C4" 128,4 128,2 -0,2 128,4 128,3 -0,1
C5" 131,4 132,4 1,0 131,4 132,7 1,3
C6" 116,4 116,4 0,0 116,4 116,6 0,2
C7" 160,6 160,4 -0,2 160,6 160,5 -0,1
C8" 57,3 57,4 0,1 57,3 57,7 0,4
 ^ Los desplazamientos qufmicos de C de la base 
se evaluaron a partir de los de la 6-N,N-dime- 
til-adenosina (36) corregidos (pH 2,5) o no 
(pH 5,5) con los desplazamientos por protonaciôn 
de I ATP (37)• Los de la ribosa, se corrigieron 
por la introducciôn de un grupo -NH. en C3' en 
lugar de I sustituyente -OH (36). Los de I resto 
OMe-tirosinil se evaluaron corrigiendo los de 
la tirosina por la metilac ion de I grupo fenô- 
lico y por la formaciôn de la amida (38).
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TABLA 30
Comparaciôn de los desplazamientos quîmicos de ^^C (en 
ppm) por protonaciôn, A=(6^^+-6^y), del resto N,N-diMe- 
adenil en puromicina con el de molêculas anâlogas (37)
^mode]o ^obs ^obs ^modelo
C2 -6,4 - ,8 -0,4
C4 1,9 -0,9 -2,8
C5 0,1 0,3 0,2
C6 -6,9 -5,5 1,4
C8 1,5 2,6 1,1
CIO - 1,3 —
Cl* 1,1 0,4 -0,7
C2* 0,0 -0,2 -0,2
C3* 0,6 —0,6 -1,2
C4* 0,2 -0,5 -0,7
C5* 0,1 -0,8 -0,9
TABLA 31
Comparaciôn de las constantes de acoplamiento (en Hz) 
^^C-^H (^J,Hz; ±1) del dihidrocloruro de puromicina 
(0,18M en D^O, pH 2,5) con las do molêculas anâlogas
1J a) 
modelo 'jobs
C2 214 217
C8 219 219
CIO — 156
Cl* 173 172
C2* 154 157
C3' 152 150
C4* 154 157
C5* 144 146
C2" 148 146
C3" 129 131
C5" 158 161
C6" 160 164
C8" — 146
Desplazamientos qufmicos del aminonucleôsido de puromicina 
de tiros i na.
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En la zona a alto campo (figura 11) las senales 
correspondientes al resto ribosil son fâcilroente asignables, 
basândose en la abundante bibliografîa existente al respecto 
La senal correspondiente al C5' se distingue fâcilmente por 
su multiplicidad (triplete), su tiempo de relajaciôn y su 
valor de ligeramente menor que el de los restantes
carbonos del azûcar. Las senales correspondientes a C2",
C3", OCH^ y N(CH^)g se asignan fâcilmente basândose en su 
desplazamiento quîmico y multiplicidad.
Con respecto a los tiempos de relajaciôn, pueden 
observarse dos grupos de senales, las de tiempo de relaja­
ciôn pequeno (<0,5 s) y las de tiempo de relajaciôn grande 
(>1 s). Las primeras corresponden a los carbonos con pro­
tones enlazados. Para estos carbonos, es claro que el mé­
canisme de relajaciôn prédominante ha de ser el acoplamiento 
magnético dipolar. Los valores de los tiempos de relajaciôn 
son practicamente iguales para los carbonos unidos a un 
solo protôn, mientras que los unidos a dos protones mues­
tran un valor cercano a la mitad del de los anteriores.
Todo ello parece indicar que la molécula se mueve global- 
mente en un proceso de difusiôn rotacional con un mismo 
tiempo de correlaciôn. El carbono del grupo metoxilo (C8") 
y los carbonos del grupo N-(CH ^ ) 2  muestran tiempos de rela­
jaciôn mâs elevados, lo que es compatible con la existencia 
de un proceso de rotaciôn interna en torno a los enlaces 
exocîclicos con un tiempo de correlaciôn mâs pequeno. Los 
valores observados para los tiempos de relajaciôn de puro­
micina, concuerdan razonablemente con los de molêculas anâ­
logas (44) .
De la comparaciôn que se realiza en la Tabla 29 
entre los desplazamientos quîmicos del mono- y di-hidro- 
cloruro de puromicina con los de molêculas anâlogas, puede 
concluirse que, en general, el acuerdo es satisfactorio. 
Existen unos pocos nûcleos de carbono (CIO, C4' y C2") 
para los que las desviaciones son mayores que 3 ppm. Estas 
desviaciones pueden razonablemente atribuirse a deficien- 
cias del modelo elegido. Conclusiones similares pueden de- 
ducirse del exâmen de las Tablas 30 y 31, en las que se 
comparan los desplazamientos quîmicos por protonaciôn y 
los acoplamientos  ^con los de molêculas anâlogas.
II.4.2.- Gougerotina.
En las Tablas 32 a 35 se dan para la gougerotina 
datos anâlogos a los dados en las Tablas 28 a 31 para la 
puromicina. Estos datos incluyen desplazamientos quîmicos 
de ^^C, constantes de acoplamiento y tiempos de re­
lajaciôn T^ de ^^C, Asîmismo, se incluye en estas Tablas 
la asignaciôn compléta del espectro de ^^C a varies pH.
Al igual que en el caso anterior y, con fines ex- 
positivos, podemos dividir el espectro en dos zonas; la zona 
a bajo campo que incluye a los carbonos carbonîlicos y a 
los del resto citidilo (excepto C5); y la zona a alto campo 
que incluye a los restantes carbonos, (figura 12).
Dentro de la zona a bajo campo, la senal a 6 143,4 
(pH 7,0) es fâcilmente asignable a C6 por su estructura de 
doblete en el espectro sin irradiaciôn de H^. Asîmismo, la 
senal a 6 159,4 se asigna a C2 por su desplazamiento quîmico
y la magnitud y el sentido de su corrimiento por protona­
ciôn del resto citidilo en N3. De las cuatro senales res­
tantes en esta zona (todas singletes) la situada a ô 167,5 
sufre un pequeno corrimiento al protonarse el resto citi­
dilo y la que se encuentra a 6 170,2 lo hace al protonarse 
el grupo amino del resto sarcosilo, permaneciendo invaria­
bles las situadas a 6 173,3. En consecuencia, la primera se­
nal ha de asignarse a C4, la segunda al carbonilo del resto 
sarcosilo (C4") y las dos ûltimas a los carbonilos del resto 
serinil (Cl") y al del grupo cunida (C6*) unido a C5*.
En la zona a alto campo, la senal a 6 98,8 es de 
asignaciôn inmediata a C5 por su posiciôn, desdoblamiento y 
por el valor del acoplamiento directo.
De entre los carbonos del resto glucosil. Cl* y 
C4* se asignan fâcilmente por su posiciôn. El pfimero a 
bajo campo (carbono anômero) y el segundo a mâs alto campo 
que el resto de los carbonos del anillo, debido a que su 
sustituyente es N y no O. Las senales intermedias se asignan 
a C3*, C2 * y C5*, por este orden, de bajo a alto campo, 
como es régla en otros B-glucôsidos.
La senal a ô 63,2 aparece como triplete en el es­
pectro desacoplado de ^H, por lo que su asignaciôn al car­
bono 3 del resto serinil (C3"), que soporta dos protones, 
es inmediata. Un razonamiento anâlogo puede aplicarse a la 
senal a 6 35,3 (cuartete) que ha de asignarse al -NCH^ ter­
minal del resto sarcosilo (C6"). La senal a ô 51,6 (pH 5,4) 
desaparece a valores superiores del pH, como consecuencia
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TABLA 32
Desplazamientos quîmicos de ^ (6,ppm respecto a 
TMS; ±0,05), constantes de acoplamiento 
(^J,Hz; ±1) y tiempos de relajaciôn longitudinal 
de (T^,s) de gougerotina (0,12M en DgO' 26°C)
1,0 5,4
pH
7,0
Mut
12,5
'j
(pH=
T^ Aslg- 
5,4) naciôn
174,1 173,3 173,3 — s — C6'
173,8 173,3 173,3 - s - Cl"
161,4 167,8 167,5 - s - C4
168,7 168,2 170,2 - s - C4"
150,8 159,3 159,4 - s - C2
146,6 143,6 143,4 143,9 d 182 0,44±0,01 06
98,5 98,8 98,8 99,1 d 176 0,51±0,04 05
85,1 85,1 85,1 85,2 d 170 0,60±0,07 01'
78,1 77,7 77,8 80,2 d 158 0,73±0,05 03'
75,2 74,7 75,3 76,2 d 146 0,50±0,04 02'
73,7 73,1 73,1 74,1 d 149 0,77+0,06 05'
63,5 63,1 63,2 63,6 t 149 0,66+0,17 03"
58,0 57,5 57,5 56,5 d 141 0,56±0,13 02"
55,4 55,2 55,2 55,3 d 148 0,64±0,04 04 '
51,6 51,5 - - - - ——— 05"
35,0 34,9 35,3 36,8 c 143 2,5 ±0,5 06"
TABLA 33
Comparaciôn de los desplazamientos quîmicos de 
^ (6,ppm respecto a TMS; ±0,5) del di- (pH 
1,5) y mono- (pH 5,4) hidrocloruro de gougeroti­
na (0,12 M en D 2 O) con los de molêculas anâlogas
2C1H Gougerotina (pH 1,5) CIH Gougerotina (pH 5,4)
6mode 10 ^obs ^obs ^mod 6 .mode 10 ^obs 6 , - 6  obs mo
C2 150,4 150,8 0,4 160,0 159,4 0,6
C4 161,4 161,4 0,0 168,8 167,5 -1,3
C5 97,3 98,5 1,2 98,6 98,8 0,2
C6 146,7 146,6 -0,1 144,3 143,4 0,1
Cl* 90,7 85,1 -5,6 90,1 85,1 -5,0
C2' 75,2 75,2 0,0 76,4 75,3 -1,1
C3* 73,1 78,1 5,0 73,1 77,8 4,7
C4* 54,3 55,4 1,1 54,3 55,2 0,9
C5* 76,6 73,7 -2,9 76,6 73,1 -3,5
C6* 176,7 174,1 -2,6 176,7 173,3 -3,4
Cl" 171,1 173,8 2,7 171,1 173,3 2,2
C2" 55,4 58,0 2,6 55,4 57,5 2,1
C3" 61,0 63,5 2,5 61,0 63,2 2,2
C4" 172,6 168,7 -3,5 172,6 170,2 -2,4
C5" 52,7 51,6 -1,1 52,7 —— —
C6" 33,7 35,0 1,3 33,7 35,3 1,6
 ^ Los desplazamientos quîmicos de G de la base se evalua­
ron a partir de los de la citidina corregidos (pH 1,5) o 
no (pH 5,4) con los desplazamientos por protonaciôn del 
CMP ( 37). Los del azûcar se evaluaron a partir de los de 
-glucosa y se corrigieron por la introducciôn de grupos 
-NHg y -CONH2 en C4' y C5‘ (36 y 42). Los del dipeptido 
se obtuvieron a partir de los de glici 1-serina, corrigiendo 
por la formaciôn de amida (serinil) y la introducciôn de un 
grupo -CHg en el C^ del resto glicil (12 y 38).
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TABLA 34
Comparaciôn de los desplazamientos quîml- 
Cos (en ppm) de V p o r  protonaciôn, (AEô^y* 
+6^y), de los nûcleos del reste citidil en 
gougerotina con los de moldculas anâlogas
^mode1o ^bbs ^obs ^modeli
C2 -9,6 -8,6 1,0
C4 -7,4 -6,1 1,3
C5 -1,3 -0,3 1,0
C6 +2,4 3,2 0,8
Cl' -0,2 0,0 0,2
TABLA 35
Comparacidn de las constantes de acopla- 
miento ±1) del hidroclo-
ruro de gougerotina (0,12M en D^O, pH 2,5) 
con los de molêculas anâlogas (42 y 43).
^mode1o ’^ obs
C5 183 176
C6 186 182
Cl' - 170
C2' 145 146
C3' 160 158
C4 ' - 148
C5' - 149
C2" 141 141
C3" 142 149
C6" 145 143
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del intercambio de H por D que tiene lugar en el carbono a 
del resto sarcosilo, proceso que se observa claramente en 
el espectro de Dicha senal se asigna, pues, a C5". 
Queda finalmente la senal a 6 57,5 que se asigna, por ex­
clusion, al carbono a del resto sarcosilo (C2") para el 
que es de esperar un desplazamiento quimico cercano al ob- 
servado.
Respecte a los tiempos de relajaciOn, se ban me- 
dido s61o los inferiores a 3 segundos, ya que, debido a la 
pequena solubilidad del antibiOtico, los tiempos de medida 
correspondientes a T^>3s, son prohibitives ('^*2 sémanas) . 
Los tiempos de relajaciOn medidos, si exceptuamos el del 
grupo -NCHg terminal, presentan todos aproximadamente el 
mismo valor, comprendidos entre 0,4 y 0,8 seg.
-14b-
II.5. Interacciones antlbiOtico-ribosoma
II.5.1.- DeterminaciOn de las constantes de asocia- 
ciOn del nümero de sltlos de ligadura y del 
factor de relajaciOn.
En el capltulo 1.3. se ban expuesto las modifica- 
ciones que ban de esperarse en el espectro de RMN de una 
molécula pequena cuando êsta interacciona con una macromo- 
lécula. En principle, y si nos limitâmes a observar las 
senales del antibiôtico libre, pueden esperarse variaciones 
en très de los paramétrés magnêticos que caracterizan a 
cada una de ellas: frecuencia de resonancia, tiempo de re- 
lajaciOn y tiempo de relajaciOn . Por ser la ancbura 
de la senal (Aw^l/nTg) el paramétré que muestra mayores 
variaciones en este tipo de estudios, referiremos nuestra 
dîscusiOn a este parâmetro. La expresiOn {1.3.15} de 1.3. 
nos proporciona la variaciOn del exceso de la ancbura ob- 
servada (l/TrT^p) con la fracciOn molar de antibiôtico li- 
gado, P^, y los parâmetros (l/Tg^), (1/r^) y Estes
très ûltimos no dependen de las concentraciones iniciales, 
por le que, a efectos de estudiar la variaciôn de ancburas 
respecte a estas variables, la anterior ecuaciôn puede ex- 
presarse como,
(l/Tjp) = A* {11.5.1}
*
donde A , o factor de relajaciôn, es todo le que multipli- 
ca a P^ en la expresiôn {1.3.15} de 1.3.
Si llamamos A y R a las concentraciones inicia- o o
les de antibiôtico y ribosoma, respectivamente, y suponemos 
que el ribosoma tiene n sitios independientes de ligadura 
respecte al antibiôtico con una misma constante de afini- 
dad êsta viene expresada por
en donde las concentraciones [a ] , [s] y [a s ] son las co­
rrespondientes al equilibrio, [s] es la concentraciôn de 
sitios libres y [Às] es la concentraciôn de
sitios en los que se encuentra ligado el antibiôtico. La 
fracciôn molar de antibiôtico ligado, P^, serê amtonces.
as, {11.5.2}
En funciôn de la concentraciôn de [AS] y de las concentra­
ciones iniciales, la expresiôn de la constante de equili­
brio queda;
"'a = ^  = ( [Aj - tÂsf) (n tRj - tA§] V 
donde es la constante de disociaciôn del complejo [aS*] * 
La anterior expresiôn puede resolverse para [as]
dando:
^ ( [AoJ + CnRoj+Kp)- NATftpl+n [aJ+Kg) "-4n [fJ
que, para efectos de cêlculo, es mâs conveniente expresar 
como;
[AS] = ------------------2" |Rj [a J  ----
( [A^] +n [Rp] +Ko)+ [Aj +n [r ]^ +Kp) <-4n [R^] [a J
{11.5.3}
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Para la Interacciôn de nuestro Interés, por la que el anti­
biôtico se liga al centro peptidil-transferasa del ribosoma,
il -1
n=l y K^>10 M . Asimismo, el rango de concentraciones acce- 
sible instrumentalmente es [a ]^'v10  ^ y 'X/IO ^. Con todo 
ello, la expresiôn de [a s] queda en buena aproximaciôn.
w  cv
y si K p «  [a J  ,
[As] = [A °] + %  {11.5.4}
[a s] . [Rp]
es decir, si la constante de asociaciôn es muy grande, 
todos los ribosomas tendrân ligada a una molécula de an­
tibiôtico.
Sustituyendo {11.5.4} en {11.5.2} y ésta en 
tll.5.1} y expresando ésta en funciôn de las anchuras ob- 
servadas, queda;
{R ] .
■ttiw = w(w^-w^) = (l/Tjp) = [a ~] +K A {11.5.5}
donde Aw es la diferencia entre la ancbura de la linea 
observada, , y la correspondiente al antibiôtico libre, 
w^. Expresando {11.5.5} en la forma
<[*o^+Kp) {11.5.6}
en donde se ba puesto A=A*/ïï, una representaciôn gréfica 
de los valores observados para (1/Aw.) para distintos va- 
lores de A^^ manteniendo R^ constante, nos proporcionaré
una recta cuya intersecciôn con el eje X da directamente 
el valor de Es claro que para ello ha de ser sufi- 
cientemente pequeno para que A^^Kg, pues de otra forma la 
recta pasaria por el origen y s61o podria obtenerse para 
Kp un valor limite,
Como se verâ raâs adelante, existen pruebas évi­
dentes de que ademâs del equilibrio de interacciôn del an­
tibiôtico con el centro peptidil-transferasa (caracteri- 
zado por n^=l y K^>10^ M ^) existe otra interacciôn con 
uno o varios sitios (ng) del ribosoma, que supondremos 
équivalentes e independientes y con una constante de afini- 
dad mucho menor (Kg).
La expresiôn de (l/Tg^) es ahora,
(l/Tzp) = + P m 2*2 {11.5.7}
Siempre que se cumpla la condiciôn de que el intercambio 
directo entre los dos sitios no contribuya a la relaja­
ciôn (10). Los valores de y P^g son:
Cas] [as]
p =  L V p =  L
C&o] [Ao]
donde [a s]^ y [a s] g son, respectivamente, la concentraciôn 
en el equilibrio de sitios llenos del tipo 1 y del tipo 2. 
Las expresiones de las correspondientes constantes de 
equilibrio, que han de satisfacerse al alcanzarse éste, 
son:
[AS],
K. =
’ ( [Ag] - [AS] , - [AS] 2  ) (n, [Rg] - [as] , )
donde
y . [AS] 2
Despijando [a s ]^ de la primera ecuaciôn y [a s]g de la se- 
guiida queda:
[a s ] , » ---- = =  {11.5.8}
' B +/i^-2A
A • 2n,[Rj([Aj-[AS]2)
B - ([Aj-[AS]2+n,[Rj+Kg^
[a s], -  psaarssï {11.5.9}
 ^ D + tcr-2C
C = 2n2[R„]([Aj-[AS],)
D - ([Aj-[AS],+n2[Rj+K )
Este sistema de dos ecuaciones, una vez resuelto, nos per- 
mite conocer los valores de [a s] ^ y Qvs] g a partir de va­
lores dados de QvJ J , n^, ng, y K^g.
Puede coraprobarse fdcilmente que, para el oegundo 
equilibrio, si ^ ^ g » , ng[Rj, la ecuaciôn {11,5.9} 
queda
a j Cr J C a J
donde
[a s]
y la contribuciôn a la ancbura de la lînea de A correspon­
diente a este equilibrio es:
"/'zp' ■■ ^  4
es decir, es independiente de la concentraciôn inicial de 
[a ^J y depende sôlo de la de p l j , lo cual se observa en 
nuestras medidas.
La ecuaciôn que describe el exceso de anchura 
total observado es, para nuestro sistema, en una buena 
aproximaciôn:
[r J  n, [R „!1
A" = TS;: Al + *2 {11.5.10}
que puede expresarse
° Ipft’ {1 1 .5 .1 1 }
Una representaciôn grâfica de los valores de 
(1/AWj) obtenidos para distintos valores de consta
de dos partes bien diferenciadâs. A pequeAos valores de 
[a ^], (1/Aw) crece desde cero con una pendiente (1/[r ^]a ^), 
mientras que a mayo&es valores de [a J , (1/Aw) permanece 
constante con un valor (K^g /[R^]ngAg). Por tanto, si el 
intervalo de concentraciones de en que nos movemos es
el correspondiente a esta segunda parte, sôlo podremos ob- 
tener un valor para la relaciôn (K^g/ngAg). Si, por el 
contrario, es posible instrumentalmente hacer alguna me­
dida en la primera parte, a partir de ella puede obtenerse 
un valor para A^. En todo caso, y dado que para estar si- 
tuados en la segunda regiôn, ha de cumplirse que
A,*02 «  [Aj^zAz
es posible obtener un limite mâxiroo para A^ que serâ:
- 1 5 2 -
siendo la minima concentraciôn de medida. La
aplicaciôn de la expresiôn {11.5.11} exige tambiên que 
K dz^^Aq , lo que supone la existencia de un limite mlnimo 
para K^g, que es Kpg>>[A^j^], donde [A^^] es la concentra­
ciôn môxima utilizada de |A^g^ . Asimismo ng[Rj<<Kpg, con 
lo que se obtiene tambiên un limite superior para Ug, que 
es Ug<<Kpg/[R^j^ , siendo la concentraciôn mâxima
utilizada de [R^] .
En el caso de que la concentraciôn de sitios del 
segundo tipo sea tan grande que ng[R^3^>A^, ^D2' el
antibiôtico estarla ligado y la anchura Aw séria indepen­
diente tanto de [a ]^ como de [R^] , lo que no ocurre.
Para el tratamiento del caso general, sin res- 
tricciones, de la existencia de dos equilibrios de ihte- 
racciôn simultâneos entre una molécula pequena y una ma- 
cromolécula se ha confeccionado un programa de cSlculo 
para ordenador que se describe en el capitule siguiente. 
Todo lo descrito es igualmente aplicable para el parâme- 
tro (1/Tj) sin mâs que cambiar en las correspondientes ex­
presiones (1/Tgp) por (1/Tjp), siendo en este caso A* el 
factor de relajaciôn longitudinal que viene dado por la 
expresiôn {1.3.16} de 1.3. Asimismo, también es aplicable 
al parémetro Av=Aw/2n (véase {1.3.19} de 1.4.) , es decir, 
a los corrimientos de frecuencia observados al cambiar 
las concentraciones relativas de [A^] y [rJ , siempre que 
nos encontramos en la regiôn de intercambio répido.
n.5.2.- Programa de câlculo.
Se ha escrlto un programa de câlculo en FORTRAN IV 
para el tratamiento de datos de relajaciôn o de frecuencia 
de las senales de RMN de una molécula pequena. A, en pre- 
sencia de una macromolécula, R, para distintas concentra­
ciones relativas de éstas, suponiendo un modelo de interac­
ciôn en el que existen dos constantes de afinidad, y 
Kg, asi como n^ y ng sitios de cada uno de los dos tipos, 
respectivamente.
Los valores de K^, Kg, n^, ng, y Ag se ajustan 
por mlnimos cuadrados, partiendo de un conjunto de valores 
iniciales. Estos se corrigen iterativamente hasta que las 
correcciones calculadas no producen ya cambios significa- 
tivos en los datos calculados que se comparan con los ob­
servados .
El programa admite como entrada una serie de fi­
chas, dorrespondiehtes a N experimentos, conteniendo las 
concentraciones iniciales de A, y de R, [R^ , en
donde \ va desde 1 a N. También han de darse los excesos 
de anchura medidos, Aw^^, para cada protôn j de A (j=l,n) 
en cada expérimente î. Asimismo se dan como entrada los 
valores iniciales de las incôgnitas K^, Kg, n^, ng, to- 
das ellas comunes para todos los n x N  puntos y los A y  y 
Agj correspondientes a cada protôn. En el programa, se 
permite la opciôn de dejar fijas algunas de estas incôg­
nitas y no considerarlas, por tanto, como taies, asi co­
mo identificar algunas de ellas, como, por ejemplo, hacer 
iguales todas las A^j.
- ± 3 4
Con los valores iniciales de , Kg, n^, ng, Q^q |1 
y [R^^] se resuelven las ecuaciones {11.5.8} y {11.5.9} 
para obtener ^. y (As]g., se calculan y P^g; y,
utilizando los excesos de anchura, A^j y Agj correspondien­
tes a cada protôn, se calculan AwfJ^^ , mediante {11.5.7}, 
que puede escribirse como
'** ^M2î^2J {11.5.12}
la suma de cuadrados de residues ess
^  A  ^  2
Se supone, entonces que, para entornos pequenos, el cambio 
de una incôgnita, x^, produce cambios lineales en las an­
churas calculadas,
, 3Aw..
A(6wÇ*') = -g-U AXj {11.5.13}
El problema es, pues, encontrar los cambios, Ax^, que hay 
que introducir en las incôgnitas para que las anchuras 
observada y calculada coincidan, es decir
3AW..
Ax, = (Aw*jS-AwÇ*') {11.5.14}
Esta condiciôn puede expresarse matricialmente
como
DC A = B
donde DC es la matriz de derivadas parciales que se obtie- 
nen por derivaciôn de {11.5.12} junto con {11.5.8} y
{11.5.9}. ^ el vector de correcciones y B el vector de re­
sidues. El procedimiento estandar de minimos cuadrados pa­
ra resolver A, consiste en formar las ecuaciones normales
DC^ DC A = DC**" B {11.5.15}
en donde DC^ DC es una matriz real simétrica con détermi­
nante no nulo. El sistema de ecuaciones {11.5.15} posee 
la soluciôn ^=0 sôlo si DC*B=0, es decir, si todos los 
residues son nulos. Si A/0, es necesario corregir el con- 
junto de parâmetros y repetir el proceso. En la prâctica, 
la situaciôn A=0 es inalcanzable debido a los errores de 
medida con que vienen afectados los Aw^j, con lo que el 
proceso de ajuste se interrompe cuando la suma de los 
cuadrados de los residues permanece constante en dos ci- 
clos consécutives.
Como salida, el programa proporciona los valores 
de las incôgnitas, sus errores estandar, los vectores de 
errer, es decir, aquellas combinaciones de incôgnitas que 
conducen a errores mâximo o minime y que es una expresiôn 
de las correlaciones existentes entre incôgnitas, asi como 
una tabla que incluye las anchuras observada y calculada, 
las desviaciones y la matriz de derivadas parciales
(3w.j/3Xj).
El funcionamiento del programa se ha verificado 
utilizando un caso simulado, y los resultados se resumen 
en la Tabla 36. Con los valores de las incôgnitas de la 
primera columna, y para distintas concentraciones de
y , comprendidas, respectivamente, en los intervalos
1.10  ^ -10.lO"^ y I.IO"^ -10.lO”  ^ se calcularon los corres­
pondientes valores de Aw. Estos se redondearon a la pri­
mera cifra decimal de Hz, por lo que su error de medida 
puede considerarse como ±0,05 Hz, y se adoptaron como va­
lores expérimentales. Partiendo de unos valores iniciales 
cualesquiera, el programa fue refinândolos y en un limi- 
tado nûmero de iteraciones proporcionô los valores y e- 
rrores de las incôgnitas que se recogen en la Tabla 36.
En principio, se mantuvieron fijas las incôgnitas corres­
pondientes al primer equilibrio (columna 1) y, posterior- 
mente, se fueron dejando algunas de ellas libres, obte- 
niéndose una soluciôn satisfactoria sôlo cuando se mantie- 
nen fijas y n^ o bien y A^. La independencia del 
sistema frente a era de preveer, pues voluntariamente 
se ha fijado como limite minimo de la concentraciôn de A,
1.10 ^<<2,5.10^. La bondad de los valores obtenidos para 
las incôgnitas depende mucho también, como puede verse en 
las columnas 5 y 6, de la precisiôn de las medidas.
TABLA 36
Verlficaciôn del programa RIBO para la deter 
mlnaclôn de constantes de asociaciôn, nümero 
de sitios y factores de relajaciôn en equi­
librios de interacciôn antibiôtico-ribosoma.
Valores 
de las in valores obtenidos en el proceso itérative
oôgnitas"” 1 2  3 4 5 6
2,5.10  ^ fija fija fija fija fija fija
34 34,3+0,2 33,7+0,2 34,1±0,3 36+4 27+2 21+8
n, 1 fija fija 1,01+0,031 -9+23 fija fija
ng 1800 1790+7 1808+1 1794+11 1900+100 2260+160 2600+900
A,, 200 fija 212+1 fija 6±U 400±60 600+200
A,g 200 fija 212±1 fija 6+11 400±60 600+200
Az, 90 90,0+0,2 90,1±0,2 90,0±0,2 85+7 87+2 93+9
Agg 60 60,0+0,2 ^0,1+0,2 60,1+0,2 57+5 58+1 59+6
® a (Hz) 0,03 0,03 0,03 0,2 0,3 1.
" ^ exp 0,05 0,05 0,05 0,05 0,5 1.
 ^ Oesvfaclôn estandard résultante del ajuste.
b Error evaluado en la medida de anchuras.
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II.5.3.- Medidas expérimentales.
Como se ha visto en el capitule anterior, la me­
dida de los incrementos de anchura que sufren las senales 
de los protones de las molêculas de un antibiôtico en pre- 
sencia de concentraciones variables de ribosomas, o mâs 
generalmente, para distintas relaciones de concentraciones 
antibiôtico/ribosoma, puede proporcionar informaciôn acer- 
ca de los equilibrios de interacciôn entre elles. Con este 
propôsito, se han obtenido espectros de RMN de protôn, pa­
ra los antibiôticos puromicina y gougerotina, para distin­
tas concentraciones antibiôtico/ribosoma. Se realizaron 
très tipos de series de medidas: 1) manteniendo constante 
la concentraciôn de antibiôtico y variando la de ribosoma;
2) manteniendo constante la de ribosoma y variando la de 
antibiôtico y 3) manteniendo constante de relaciôn A/R y 
variando por diluciôn sus respectivas concentraciones abso- 
lutas. En el primer caso, el intervalo de la concentraciôn
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de ribosomas se variô entre 1.10 y 1.10 M. El primer 
limite viene determinado por la detecciôn de un exceso de 
anchura menor que el error experimental de medida de la 
anchura de la linea en ausencia de ribosomas.
A concentraciones mayores que el segundo limite, 
las senales se ensanchan en un grado que el error experi­
mental en la anchura medida se hace muy grande. En el se­
gundo caso, la concentraciôn de antibiôtico se variô en- 
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tre 1.10 y 3.10 M. El primer limite viene fijado por 
la sensibilidad de nuestro espectrômetro en un tiempo ra-
zonable (12 boras). El segundo viene determinado por la 
solubilidad del antibiôtico al pH correspondiente al buffer 
en el que son actives los ribosomas (véase 1.4.). Asi, por 
ejemplo, en el caso de la puromicina sôlo pudo llegarse a 
una concentraciôn mâxima de 9,0.10  ^ M.
Las anchuras determinadas son las correspondien­
tes a las medidas a la mi tad de la altura de cada serial.
En todo lo que sigue se identifica la anchura a mitad de 
altura (Hz) con (l/nTg). Ello no es rigurosamente correcto, 
ya que a la anchura de la serial contribuye también en al­
guna medida la debida a la inhomogeneidad del campo. Sin 
embargo, para las anchuras observadas, la contribuciôn de 
êsta ûltima puede razonablemente considerarse despreciable.
Las anchuras de las senales del antibiôtico di- 
suelto en el buffer pH 8,0, se midieron directamente sobre 
el espectro expandido a una escala de 7,5 Hz/cm, con lo 
que el error experimental en su determinaciôn puede eva- 
luarse en ±0,2 Hz. Al ahadir ribosomas, las senales co­
rrespondientes a los distintos protones se ensanchan. En 
la puromicina, las senales protônicas a alto campo de la 
senal de H-O-D quedan oscurecidas por la de esta ültima 
y por la correspondiente al tris-hidroximetil-amino-metano. 
A bajo campo de la senal de H-O-D pueden observarse y me- 
dirse las senales correspondientes a H1', la de los pro­
tones H y del anillo bencénico del resto 0-Me-
tirosimil y la de los protones H2 y H8 del resto N-di-Me- 
adenil. Las dos primeras, estân desdobladas por acoplamien-
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to espin-espin, y las dos ültimas muestran un desplazamien­
to quimico relativo muy pequeno. En la gougerotina, pueden 
detectarse las senales del -NH-CH^ terminal y las de los 
protones H5 y H6 de la citidina, consistantes éstas ülti­
mas en sendos dobletes por acoplamiento mutuo.
Al ensancharse, debido a la presencia de los ri­
bosomas, las propias senales o sus componentes, solapan, 
lo que complica la medida de la anchura. Por ello, para 
su determinaciôn se ha empleado un método de ajuste por 
minimos cuadrados del contorno espectral. Mediante este mé­
todo, que se describe en detalle en (45), y en el que se 
utiliza el programa de câlculo denominado NMROV, se ajusta 
por minimos cuadrados un contorno espectral digitizado 
para proporcionar la posiciôn y anchura de las lineas que 
contribuyen a dicho contorno.
En dicho programa hemos introducido algunas modi- 
ficaciones para el mejor tratamiento del càso que nos ocu- 
pa, y que pueden resumirse en los siguientes puntos:
1) Posibilidad de que las distintas senales puedan 
mostrar distintas anchuras.
2) Posibilidad de que distintas senales mantengan una 
separaciôn fija, ya sea ésta debida a acoplamientos o a 
desplazamientos quimicos.
3) Posibilidad de que distintas lineas seân ajusta- 
das con una misma anchura.
4) Posibilidad de que determinadas senales mantengan 
una relaciôn de intensidades dada.
Como ejemplo, vamos a describlr la realizaciôn de 
una medida, cuyos resultados se ilustran en la figura 13.
En la parte inferior esté representado el espectro de la 
puromicina (7,7.10"^ M en disolucidn amortiguadora pH 8,0) 
en la zona 6 5-9 ppm a partir de DSS. En la parte interme­
dia, se represents el espectro correspondiente a concentra­
ciones de A 7,7.10”  ^M y R 1,8.10* M, en donde puede ob­
servarse un ensanchamiento general de las distintas sena­
les, que, por simple inspeccidn, parece ser selective. Es 
muy importante hacer notar cômo la anchura de la senal del 
grupo metilo del acetato, presente como constituyente del 
"buffer", no se afecta en absolute por la presencia de ri­
bosomas. En la parte superior, se représenta el espectro 
calculado mediante el programa NMROV. Como entrada, se 
proporcionaron, ademâs del contorno a ajustar, las posicio- 
nes de las distintas senales y unas anchuras evaluadas por 
inspeccidn. Se mantuvieron fijos los desdoblamientos de 
HI', H5" y H6", medidos en el espectro a). El câlculo en­
tra en un proceso iterativo en el que van variândose los 
parâmetros iniciales hasta obtener un ajuste ôptimo entre 
los contornos observado y calculado. Las anchuras y exce­
sos sobre las de a) se expresan en la figura, para cada 
protôn. En la figura 14 se ilustra el caso anâlogo para el 
antibiôtico gougerotina. En a) se muestra el espectro de 
dicho antibiôtico a concentraciôn 8,6.10  ^M, pH 8,0, 26°C) 
y en b) el espectro del antibiôtico en presencia de ribo­
somas en concentraciôn 7,2.10* M. En e) se représenta el
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Figura 13. Espectro de las senales a bajo campo del HOD, de puromicina, 
en ausencia (a) y en presencia (b) de ribosomas. Contorno 
calculado mediante el orograma NMROV (c).
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Figura 14. Espectro de las senales a bajo campo del HOD, de gouge­
rotina en ausencia (a) y en presencia (b) ue ribosomas. 
Contorno calculado mediante el programa NMROV (c).
contorno correspondiente a este ûltimo espectro, calculado 
mediante el programa NMROV.
Debido al solapamiento de las lineas, a medida 
que se aumenta la concentraciôn de ribosomas y los espec­
tros se ensanchan en mayor grado, los errores en la deter­
minaciôn de anchuras aumentan. Estos errores pueden evaluar- 
se en general, como un 15% del valor de la anchura. En las 
Tablas 37 y 38, se dan para distintas relaciones antibiô­
tico/ribosoma y para los distintos protones de los anti­
biôticos puromicina y gougerotina, los excesos de anchura 
sobre los del antibiôtico en ausencia de ribosomas.
En la figura 15, se representan los excesos de 
anchura obtenidos para las distintas senales de la puromi­
cina en funciôn de la concentraciôn de ribosomas. A pesar 
de los errores expérimentales, puede observarse que la de- 
pendencia de los excesos respecto a la concentraciôn de 
ribosomas, muestra una tendencia lineal, y que la pendien­
te para los distintos protones es distinta. En la figura 
17, se representan el producto (l/Aw)R^ frente a la con­
centraciôn de A^. En ella puede observarse que las pendien- 
tes de las correspondientes rectas de regresiôn son peque- 
has y que ellas no pasan por el origen. En las figuras 16 
y 18, ise ilustran representaciones anâlogas para lôs pro­
tones de la gougerotina. Estos hechos expérimentales, como 
se discutiô en II.5.1, conducen a concluir que, superpuesto 
al equilibrio de interacciôn del antibiôtico con el centro 
peptidil-transferasa, existe otro equilibrio de interacciôn
de constante de afinidad mucho mâs pequena que es el que 
produce las variaciones observadas en los espectros de RMN.
Con objeto de comprobar si, en todo caso, este 
comportamiento observado era caracterlstico de los inhibi- 
dores del centro peptidil transferasa, se midieron los ex­
cesos de anchura para el nucleôsido adenosina, cuyos resul­
tados se dan en la Tabla 39.
TABLA 37
Incrementos de anchura de las senales del espec­
tro protônico (Aw=w°^^-w^ ' , Hz) de puromici­
na (A^) en presencia de ribosomas (R^), respec­
to a las correspondientes anchuras del antibiôtico
[rJ  .10^ H2 H8 Horto ^meta Hl*
3,1 0,31 0,1 0,6 0,5 1.0 0,5
1.7 0,91 2,3 4,4 2,2 2,3 -
4,7 0,91 1.3 2,2 1.8 1.9 1.4
6,8 0,91 1.0 1.6 1.3 1.5 1.0
9.3 0,91 0,9 1.8 1.3 1.9 1.2
1.3 2,2 4,2 7,4 2,7 4,3 5,4
2,1 2,2 3,2 5,7 4,5 5,5 5,0
3,2 2,2 2,9 5,1 3.8 5,3 5,2
4,2 2,2 2,7 5,4 4,4 5,1 3,3
TA3LA 38
Incrementos de anchura de las senales del espec­
tro protdnico Hz) de gougeroti­
na (Ag) en presencia de ribosomas (R^), respecto a 
las correspondientes anchuras del antibiôtico.
[aJ  .10^ [Rg].10^ NCHj H6 H5
8,3 . 1,7 0,1 0,6 0,4
«,0 3,4 0,2 1,8 1,5
7,7 4,9 0,4 2,7 2,7
7,5 6,2 0,8 4,1 4,0
7,2 7,5 1,0 4,8 3,4
2,9 3,0 0,4 4,0 2,1
2,2 9,1 1,8 6,5 5,7
3,3 9,1 1,8 5,4 3,9
6,5 9,1 1,6 6,0 3,8
13,0 9,1 1,5 6,4 4,4
26,0 9,1 1,3 5,2 3,7
TABLA 39
Anchuras observadas para algunos protones de la
adenosina en presencia (W_) y ausencia (W_) de
-2 -6 ribosomas (1,1.10 M de adenosina, 7,4.10 M de
ribosomas, disoluciôn amortiguadora tris, pH 8,0)
Anchura
^0
(Hz) Exceso de 
anchura
HQ 1,4 6,2 4,8
H2 1,4 4,3 2,8
HI* 1,3 5,3 4,5
Ac” 1,2 1,2 0,0
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Figura 15. Variaciôn de los excesos de anchura, de algunos 
protones de puromicina con la concentraciôn de 
ribosomas.
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Figura 16. Variaciôn de los excesos de anchura de algunos protones 
de gougerotina con la concentraciôn de ribosomas.
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Figura 17. Variaci6n de ({Rq I /^W) con la concentracidn de anti- 
biôtico, para algunos protones de puromicina.
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Como puede observarse, mientras la senal del grupo acetato, 
components de la disolucidn amortiguadora no varia, las de 
los protones de la adenosina sufren un incremento de an- 
churas que ademâs, es selective. Los desplazamientos qul- 
micos, por el contrario, no sufren ningün corrimiento. En 
definitive, la adenosina muestra un comportamiento anâlogo 
en su interacciôn con los ribosomas al que muestra la puro­
micina, cuando, sin embargo, es bien conocido (46) que la 
adenosina no présenta propiedades inhibidoras del centro 
peptidil-transferasa.
II.5.4.- Variacidn con la temperature.
En un sistema compuesto por antibiôtico y ribosoma, 
en concentraciones dadas, disueltos en D^O, al varier la 
temperature se alteran distintas magnitudes, que contri- 
buyen a la anchura de las senales del espectro protônico 
del antibiôtico. Estas son: el tiempo de correlaciôn de la 
molécule de antibiético libre y el del ribosoma, la visco- 
sidad del medio que contribuye a la magnitud anterior, la 
fracciôn de antibiôtico ligado y las cinêticas de formaciôn 
y disociaciôn del complejo.
Como se vio en el capitule 1.3.2., la observaciôn 
de la variaciôn de la anchura de las senales con la tempe- 
ratura puede servir de indice cualitativo, en principio, 
para determinar el tipo de intercambio "râpido" o "lento" 
a que esté sujeto el sistema en estudio. En nuestro caso, 
los excesos de anchura observados disminuyen al aumentar 
la temperatura, lo que es indicative de que estâmes situa-
dos en la regiôn de intercambio râpido, es decir, (1/r^) 
en {1.3.15} es muy grande, por lo que el exceso de anchura 
viene dado por
(l/Tip) = (l/T^^)
Para constantes de asociaciôn relativamente gran­
des K^IO^ M \  la variaciôn en P^, en un intervalo res- 
tringido de temperaturas (25rC-45°C) es muy pequena y pue­
de despreciarse, por lo que la variaciôn en los excesos 
de anchura han de reflejar los que sufra (l/Tg^)• Como se 
vio en 1.3.2., esta magnitud es funciôn del tiempo de co- 
rrelaciôn del complejo, t^, que a su vez puede expresarse 
en funciôn de la temperatura por una ecuaciôn de activa- 
ciôn, en la que AG^ es la energfa libre de activaciôn co-
rrespondiente al proceso de difusiôn rotacional del com-
2 -1plejo. En nuestro caso, sin embargo, K^IO M , y la frac­
ciôn molar del complejo puede variar sustancialmente con 
la temperatura, por lo que el estudio de la variaciôn de] 
tiempo de relajaciôn con la temperatura para una sola rela- 
ciôn de concentraciones no permite la evaluaciôn de la 
energîa de activaciôn a que anteriormente hemos aludido.
En la Tabla 40, se dan las medidas résultantes 
para las anchuras de algunas senales protônicas de la gou- 
gerotina (2,6.10”  ^ M) en presencia de ribosomas (9,l.i0”  ^
M) a distintas temperaturas comprendidas entre 26® y 45®C. 
Como puede observarse, los excesos de anchura disminuyen 
al aumentar la temperatura, lo que indica cualitativamente
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que el sistema esté situado en la regiôn de equilibrio râ­
pido. Elio es consistente con la existencia de un equili­
brio de asociaciôn de baja afinidad.
TABLA 40
Excesos de anchura (Aw=w_-w , Hz) de las se- 
hales correspondientes a los protones H5, H6 
y NCHg de gougerotina en funciôn de la tempe
ratura, ( [a ]^ =2,6.10’^ M y [r J = 9 ,1.10"^ M).
T(®K) «6 «5 NCHg
303 5,0 3,8 1,6
308 4,6 3,3 1,6
312 3,6 2,4 1,1
316 2,6 1,9 0,9
II.5.5.- Efecto de iones paramagnéticos.
La presencia de pequehas concentraciones de iones 
paramagnéticos puede introducir en este tipo de medidas 
una séria fuente de error, debido a la extraordinaria efi- 
ciencia de estos iones para promover la relajaciôn nuclear. 
Ello es consecuencia de que el momento magnêtico electrô- 
nico es ^10^ veces mayor que el del protôn, por lo que los 
campos locales fluctuantes debidos a los iones paramagné­
ticos son mucho mayores que los debidos a moléculas dia- 
magnéticas conteniendo dipolos magnéticos nucleares.
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Hn estudios anâlogos al realizado aqui, se extre­
ma n las precauciones expérimentales para evitar la presen­
cia de estos iones, para lo cual se trata el material de vi- 
drio a utilizar con una disoluciôn de âcido nîtrico diluido, 
y la disoluciôn sobre la que se realizan las medidas contie- 
ne siempre el agente complétante EDTA en concentraciones del
.ii
orden de 10 M. Desgraciadamente, en nuestro caso, esta
previsiôn no es aplicable, debido a que los ribosomas van
- 2 2 +suspendidos en una disoluciôn que es '\/10 M en Mg , io­
nes que ron necesarios para evitar la disociaciôn de los 
ribosomas.
El espectro de RMN de la disoluciôn amortiguadora 
que se utiliza como medio para la realizaciôn de las medi­
das, muestra très senales de resonancia; la del CH, del— 3
iôn acetato, la de los protones, HOCH^-C del tris- y la 
del HOD, con una anchura que viene dada fundamentalmente 
por la homogeneidad del campo magnêtico. Si a esta disolu­
ciôn se ahade EDTA, en una concentraciôn de 5.10  ^M, las 
senales anteriores no sufren ninguna variaciôn en su an­
chura. Ello indica que de existir iones paramagnéticos en 
la disoluciôn amortiguadora, su concentraciôn es tan pe­
quena que su contribuciôn a la relajaciôn de los protones 
correspondientes a las distintas senales es despreciable.
Podrîa suponerse, sin embargo, que los iones pa­
ramagnéticos fuesen introducidos en la disoluciôn por los 
propios ribosomas y que al establecerse el equilibrio co- 
rrespondiente a ésta quedase una cierta concentraciôn de
estos iones en disoluciôn. Con objeto de confirmer o des- 
hechar esta hipôtesis, se realizaron espectros de puromi­
cina en presencia de los iones paramagnéticos mâs comunes. 
En general, los desplazamientos quimicos de los protones
no sufren modificaciones apreciables salvo en el caso de 
2 + 2 +Ni y Co en los que las senales se desdoblan debido al 
efecto de las interacciones de contacte entre los iones 
paramagnéticos y los grupos de la puromicina que actûan 
como ligandos. Las anchuras de las senales protônicas de 
la puromicina y las de los componentes del "buffer" si se 
afectan sensiblemente, aumentando al aumentar la concen­
traciôn de los iones implicados. Para cada uno de los io-
2+ 2 + 2 + 2 +
nés paramagnéticos Mn , Cu , Fe y Ni se realizaron
cuatro medidas a distintas concentraciones. Como nuestro 
interés esté centrado en obtener un indice cualitativo del 
ensanchamiento selective que sufre cada uno de los proto­
nes, los excesos de anchura se refirieron a los que sufre 
el protôn H2, para cada iôn paramagnético. Los excesos re­
latives que figuran en la Tabla 41 son las médias pesadas 
correspondientes a las cuatro medidas, utilizando como 
factor de peso el exceso de anchura del protôn H2 en cada 
caso. En dicha Tabla se incliyen también los excesos rela­
tives correspondientes a la adiciôn de ribosomas.
Como puede deducirse de la consideraciôn de los 
nûmeros de la Tabla 41, ninguno de los iones paramagnéticos 
incluidos en alla muestra una correlaciôn en sus efectos
2 +con los producidos por la adiciôn de ribosomas. El iôn Mn
afecta grandemente a la anchura de H  ^ y a las del AGOmeta
y Tris del "buffer", no produciendo, en cambio,
el ensanchamiento en la senal de H8 que producen los ribo-
2+somas. Tampoco sucede esto ûltimo con el iôn Cu , el cual
produce, ademâs un gran ensanchamiento en la senal del
"Tris", que sôlo es ligeramente afectada por los ribosomas.
2 +El iôn Fe origina un ensanchamiento muy homogéneo tanto
de las senales del antibiôtico como de las del ACO” y "Tris"
2 +del "buffer". El iôn Ni afecta mayoritariamente a esta 
ûltima sehal, y por idênticas razones, pueden descartarse 
el Co^*, Fe^* y Cr^* como responsables de reproducir los 
ensanchamientos relativos observados con la adiciôn de ri­
bosomas .
Como conclusiôn de lo discutido en esta secclôn, 
puede afirmarse que el ensanchamiento observado en las se- 
hales protônicas de la puromicina al anadir ribosomas no 
se debe a la presencia de ninguno de los iones paramagné­
ticos examinados, mâé comunes, que pudieran haber sido in­
troducidos en la disoluciôn por los ribosomas. Los ensan­
chamientos observados se deben, pues, a los propios riboso­
mas, lo que no excluye que la interacciôn secundaria ob- 
servada de la puromicina con los ribosomas se produzca a 
través de un centro paramagnético ligado a éstos.
II.5.6.- Efecto de la viscosidad.
La viscosidad afecta al tiempo de correlaciôn en 
cualquier modelo de movimiento de difusiôn rotacional. A 
su vez, el tiempo de correlaciôn interviene en la expresiôn
TABLA 41
Comparaclôn de los excesos de anchuras de algunas 
senales (relativos al de H2) de puromicina produ­
cidos por adiciôn de ribosomas con los producidos 
por adiciôn de distintos iones paramagnéticos«
Rib. Mn^^ cu:+
H1 1,4 0,9 — -
^orto 1,3 1,2 1,0 1,1
Hmeta 1,6 2,5 1,6 1,0
H2 1 1 1 1,0
H8 1,9 0,8 1,0 0,7
ACO~ 0,0 2,0 0,0 0,7
Tris 0,4 1,6 1,7 0,6
N(CH ) - 0,3 0,3 0,8
OCHg — 0,3 0,2 0,8
de los tiempos de relajaciôn de spin nuclear T^ y Tg. Es 
de esperar que un cambio en la viscosidad del medio afec- 
te a la anchura de las seriales (l/wTg) y êste es tal que 
para un incremento de la viscosidad se produce un aumento 
de la anchura.
Una dispersiôn de ribosomas en agua muestra una
mayor viscosidad que el agua pura. Asi, las medidas rea-
lizadas en un viscosimetro Ostwald para una disoluciôn 
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6,1.10 M en ribosomas, a 26®C, dieron una viscosidad re-
lativa de n/ng=l,14. La mâxlma concentraciôn de ribosomas 
utilizadà fue de lo que corresponde a una vis­
cosidad de n=l,06 c.p. (26*0.
La variaciôn de anchuras de las senales de anti­
biôtico en presencia de concentraciones crecientes de ri­
bosoma podrîa pues, en principle, atribuirse al incremento 
de viscosidad de las disoluclones. Que ello no es asî se 
demostrô midiendo la variaciôn de las anchuras del anti­
biôtico en medios (agua+glicerina) de distinta viscosidad 
relativa (1,0 a 1,7). Los resultados de esas medidas para 
puromicina se dan en la Tabla 42. Como puede observarse, 
las variaciones de anchura obtenidas son muy pequenas 
(del orden de 0,6 Hz en todo el intervalo). Las repercu- 
siones en las anchuras de las senales del antibiôtico que 
puedan tener los incrementos de viscosidad producidos por 
la disoluciôn de ribosomas, que se encuentran comprendi- 
dos dentro de un intervalo mucho mâs pequeHo, (n=0,9-^l 
c.p.), son inferiores al error experimental.
AI variar la temperatura, cambia también la vis­
cosidad. Al objeto de interpreter correctamente el efecto 
de la temperatura sobre la interacciôn antibiôtico-ribosoma 
es importante conocer el efecto sobre las anchuras del 
cambio concurrente de la viscosidad. Para ello, se rea­
lizaron medidas de anchuras para una disoluciôn de viscosi­
dad n=l,30 c.p. (26*0 a distintas temperaturas. Los resul­
tados se dan en la Tabla 43. Como puede observarse, las 
variaciones medidas son pequenas y, en todo caso, son
asimllcibles a las obtenidas al variar la temperatura en 
ese intervalo para una disoluciôn del antibiôtico en agua
TABLA 42
Anchuras de las senales de algunos protones 
de la puromicina en disoluclones en D^O de 
distinta viscosidad (1,2.10 ^M, pH 2,5 26°C)
Glice- w(Hz)
% n(cp) H2 H8 Horto^meta Hl* ACO“
0 0,87 1,3 1,5 1,6 1,6 1,5 1,1
5 0,99 1,2 1,2 1,8 1,5 1,5 1,1
10 1,13 1,5 1,8 2,4 2,2 2,2 1,5
15 1,30 1,2 1,5 2,1 2,1 1,8 1,2
20 1,51 1,5 1,8 2,4 2,2 2,1 1,5
TABLA 43
Anchuras de las senales de algunos pro­
tones de la puromicina en disoluciôn 
1,2.10'^M en (85% D^O, 15% Glicerina, 
^26° l'30) ^ distintas temperaturas.
w(Hz)
T
(*C)
n
(cp) H2 H8 Horto
g
meta Hl’ ACO"
te 1,30 1,3 1,5 1,6 1,6 1,5 1,1
35 1,15 0,7 1,4 1,5 1,4 1,2 0,6
40 1,05 1,5 1,4 1,4 1,5 1,4 0,9
45 0,98 0,9 1,3 1,5 1,4 1,2 0,8
“ 1 8 0 “
11.5-7.“ Interacciôn puromicina-t-RNA.
Se han medido los excesos de anchura de las sena­
les H2, H8, Hl', H  ^ y H  ^ de la puromicina que resul-orto meta
tan al anadir a una disoluciôn del antibiôtico libre, en 
una concentraciôn de 4,5.10,  ^M, âcido nucleico de trans- 
ferericia, t-RNA, obtenido de levadura de panaderîa, en con­
centraciones de 1,0.10  ^M y  2,0.10’  ^M. El t-RNA utilizado 
en estos expérimentes nos ha sido cedido gentilmente por el 
Dr. E. Gallego, del Institute de Quimica Fîsica "Rocasolano" 
En la Tabla 43a se dan los excesos de anchura absolûtes, 
quu han obtenido asî como los excesos de anchura relati­
vos al protôn H2, que se comparan con los obtenidos para la 
adiciôn de ribosomas. Como puede comprobarse, existe una 
marcaia analogîa entre ambos sistemas.
TABLA 43a
Excesos de anchura de las senales del espectro 
protônico de puromicina ([a ^]=4,5.10 ^M) en 
presencia de t-RNA. Comparaciôn de los excesos 
relativos a H2 con los obtenidos para ribosomas
Excesos de anchura (Hz) Excesos de anchura 
[t-RNAÎ relativos a H2
1,0.10"^ 2,0.10"% tRNA Ribosomas
Hl' 2,7 5,3 1,3 1,4
^orto 2,4 4,9 1,2 1,3
H 3,4 6,4 1,6 1,6
H2*t* 2,1 3,9 1 1
H8 2,8 5,6 1,4 1,9
ACO” 0,1 0,6 0,1 0,0
TRIS 1,0 2,3 0,8 0,4
II.5.8.- Resultados.
El program descrito en una secclôn anterior se 
aplicô a las medidas expérimentales obtenidas para excesos 
de anchuras de senales protônicas de puromicina y gougero­
tina, en presencia de ribosomas. Como ya se habla adelan- 
tado, estas medidas expérimentales no dependen de los pa- 
râmetros y n^ correspondientes al equilibrio de interac­
ciôn de los antibiôticos con el centro peptidil-transferasa 
del ribosoma.
Los excesos de anchura expérimentales se ajustaron 
pues a los parâmetros correspondientes al segundo equili­
brio ^ 2 ' #2 y ^2" Como se vio en la secciôn II.5.1. estos 
parâmetros no son independlentes y es preciso procéder al 
ajuste fijando de antemano alguno de ellos. En la Tabla 44 
se da el valor de la desviaciôn standard obtenida en cada 
ajuste al fijar kg y Ug a sucesivos mültiplos de 10. Puede 
observarse, por ejemplo, que los valores de kg y Ug tlenen 
un limite superior bien definido, pero que entre esos valo­
res y los correspondientes a ng=l y kg=l, la calidad del 
ajuste es practicamente équivalente. La magnitud que estâ 
bien determinada es el producto ngAgkg, cuyos valores para 
los distintos protones de puromicina y gougerotina se dan 
en la Tabla 45. El valor de kg en puromicina parece estar 
centrado hacia kg=150 M ^, mientras que en gougerotina es 
de un orden menor kg^^lO M '. Asimismo, parece haber un peque- 
ho minimo para ambos antibiôticos en las proximidades de 
n2 2 ilOOO, si bien cualquier valor de Ug comprendido entre 1
3
y 10 proporciona practicamente el mismo ajuste. Para rom­
per la correlaciôn de ng y Ag es necesario tener informaciôn 
de otra fuente acerca de sus valores individuales.
TABLA 44
Desviaciôn estandar de los excesos de an­
chura observados (Hz) résultantes del ajus­
te mediante el programa descrito en II.5.2
Puromicina
10® loi 10% 10%
10* 0,70 0,68 0,60 1,08
10' 0,70 0,68 0,60 1,07
10^ 0,70 0,68 0,60 1,04
10^ 0,70 0,68 0,59 0,68
104 0,70 0,71 0,91 1,43.
Gougerot f na
10® loi 10 = 10^
10* 0,61 0,59 0,99 1,80
10' 0,61 0,58 0,96 1,72
10^ 0,61 0,58 0,92 1,65
10^ 0,61 0,57 0,70 0,94
lo" 0,61 0,65 1,09 1,38
TABLA 45
Valores del producto kgiigAg correspondientes 
a los distintos protones medidos para puromi­
cina y gougerotina, résultantes del ajuste - 
realizado con el programa RIBO de los exce­
sos de anchura observados al anadir ribosomas
Pu rom î c i na
(kg^lSO) A (k.=150, 
U2=103)
H8 4,0.10* 2,7.10* 27
H2 2 ,2.10* 1,5.10* 15
3,3.10* 2 ,2.10* 22
®orto 2,5.10* 1,7.10* 17
Hl* 3,0.10* 2 ,0.10* 20
Gougerot i na
njkjAj ngAg(k2=10) A,(k_=10,
 ^ n~=103)
H6 7,8.10* 7,8.10* 78
H5 5,8.10* 5,8.10* 58
NCH- 1,9.10* 1,9.10* 19
III. INTERPRETACION DE RESULTADOS Y 
DISCUSION
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III.l. Estractura y conformaciôn molecular de puromicina
La estructura cristalina del dihidrocloruro de 
puromicina ha sido obtenida recientemente por Sundaralin­
gam y Arora (49). si mismo grupo ha realizado un estur'io 
(50) de 1^1.3 conformaciones posibles de esta molêcula por 
métodos meiénicos de energia potencial en el que se han 
tenido en cuenta interacciones torsionales, electrostâ- 
ticas y de van der Waals. El espectro de RMN del del 
dihidrocloruro de puromicina, a 60 y 100 MHz ha sido 
descrito en (30) y (31), en donra se obtienen algunas 
caracteristicas conformacionales. El propôsito de la pré­
sente discusiôn es el de utilizar convergentemente toda 
la informaciôn procédante de nuestro estudio de los es­
pectros de ^H y 1 con el objeto de describir la con­
forma iôn molecular preferida de la puromicina en diso­
luciôn y comparer nuestras conclusiones con las obtenidas 
en estudios précédantes.
La conformaciôn molecular que présenta el dihidro 
cloruro de puromicina en estado cristalino, segün se de­
duce de su estudio por difracciôn de Rayos X, se ilustra 
en. la figura 19, en donde se ha sehalado la nomenclature 
de los ângulos diedros utilizados en la descripciôn de 
su conformaciôn. Las rotaciones en torno a los enlaces 
C3'-N3', C2"-C1", C2"-C3" y C3"-C4" se designan con los 
simbolos (j>, ifj, y % 2  / respectivamente. El valor del 
ângulo de torsiôn *=0* corresponde a la conformaciôn en 
la que los enlaces C2'-C3' y N3'-C1" estân eclipsados;
para ^=0* el enlace N3*-C1" éclipsa al enlace C2"-C3";
X^=0* corresponde a la conformaciôn en la que Cl'-C2"
éclipsa a C4"-C3" y a aquella en que C2"-C3" y C4"-
C5" estân eclipsados. El ângulo de torsiôn glicosidico,
Xr se define de forma que X=0° cuando el enlace C8-N9 
éclipsa al enlace 0-Cl* del anillo de ribosa. El signo de 
la rotaciôn se define como positivo, cuando mirando en la 
direcciôn del enlace para el que se considéra la rotaciôn, 
el enlace mâs aiejado gira en el sentido de las agujas del 
reloj respecte al enlace mâs cercano.
La conformaciôn dada en la figura 19, vie­
ne definida por los siguientes valores de los ângulos de
torsiôn: X=18*, 4=110*, *=257*, X,=74* y Xg=73?
Los resultados de los câlculos de energia po­
tencial torsional revelan que el nümero de conformaciones 
favorables energéticamente para la puromicina, son muy 
llmitadas y que la mayor flexibilidad a la rotaciôn es 
la mostrada por el enlace C2*'-C3" del resto aminoâcido.
Los rasgos conformacionales para esta parte de la molé- 
cula son similares a los encontrados en los aminoâcidos 
aromâticos libres o a los de éstos incorporados en protoi­
nas, lo que indica que la conformaciôn del nucleôsido no 
ejerce sobre ella un efecto significativo.
En nuestra discusiôn consideraremos por separado 
las distintas partes de la molécula de puromicina, dete- 
niéndonos con més detalle en los rasgos conformacionales 
cuyo estudio es mâs accesible por la técnica de RMN.
Figura 19. Dos posibles conformaciones de la puromicina: parte 
superior, x^=60°; parte inferior,
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III.1.1.- Conformaciôn del anillo de furanosa.
Recientemente, Altonà y Sundaralingam (51) han 
propuesto una descripciôn de la conformaciôn del anillo 
de ribosa basada en el concepto de pseudorotaciôn, intro- 
ducido en 1947 por Kilpatrick, Pitzer y Spitzer (52), para 
discutir la conformaciôn del ciclopentano. La descripciôn 
propuesta por Altona y Sundaralingam es mucho mds apropia- 
da que la utilizada con anterioridad, pues, aparté de ser 
mâs simple, es mâs rigürosa y lleva implicite el concepto 
de la existencia de un continue de conformaciones dentro 
de un mismo pozo de potencial.
Un anillo pentagonal, como lo es el de furanosa, 
présenta dos modes de vibraclôn en una direcciôn perpen­
dicular al piano medio de la molécula. Para définir una 
conformaciôn plegada (cualquier deformaciôn del anillo en 
la que éste no sea piano) bastan, pues, dos coordenadas. 
Altona y Sundaralingam eligieron dos, el ângulo mâximo 
de torsiôn (6^) y el ângulo de fase de pseudorotaciôn (P), 
que se relacionan con los cinco ângulos de torsiôn del 
anillo por la expresiôn;
6j = 0^ cos(P+jô) {111.1.1}
en donde j=0-4 y 5=144*. Para j=0 la ecuaciôn anterior 
se reduce a;
0 = 6  COS P {111.1.2}o m
Cualquiera de las infinitas conformaciones del circuito 
pseudorotacional (figura 20) puede pues describirse me-
0\ en do
Oi exo
Ou
180 p .§
m )
0(2)
H(V)
Tipo N 
P»0®
Cf^OR
H(2)
0(2) N
T i po  S 
P=180®
^®270®
Figura 20. Arriba: Circuito pseudorrotacional del anillo de furanosa 
en puromicina. Centro: confôrmeros tipo N y^S. Abajo: 
Variaciôn de AG con el ângulo de pseudorrotaciôn.
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diante los correspondientes valores 0^ y P. Conocidos éstos 
y aplicando las ecuaciones {111.1.1} y {111.1.2}, pueden 
calculasse las torsiones 0j, determinando asî la conforma- 
c: articular ? que corresponden. Inversamente conocida
ésta, y una vez detcrminados los ângulos de torsiôn, pue­
den encontrarse 0^ y P. Con este objeto, es ûtll la expre- 
sién, deducida de {ill. 1.1}
(0,+0,)-(0,+0.) 
tg p = ---.-------
20^(sen 36+sen 72)
Como ejemplo, a la conformaciôn de sobre en la 
que los cuatro carbonos se encuentran en un piano y el 
oxîgeno esté desplazado por encima del anillo (°E), le 
corresponde un valor de P=90*. Para el valor P=0® se eli- 
ge la conformaciôn caracterîstica por una torsiôn mâxima 
positiva del ângulo de torsiôn Cl*-C2*-C3'-C4*, confor­
maciôn denominada o C2•exo - C3'endo simêtrica en 
anteriores descripciones del anillo de ribosa.
La utilidad del concepto de pseudorotaciôn en la 
descripciôn de la conformaciôn de ciclos pentagonales, 
reside en el hecho de que el problema vibracional (fuera 
del piano) puede separarse en términos de estas dos coor­
denadas, resultando, por un lado, una verdadera vibraciôn 
en torno al valor de minima energîa de 0^ y, por otro, 
una "pseudorotaciôn" o rotaciôn libre del ângulo de fase. 
De este modo, la interconversiôn conformacional no tiene 
lugar por una modificaciôn de 0_, es decir, pasando a tra­
vés de la conformaciôn plana (que présenta la mâxima ener-
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gîa en ciclos saturados), sino por una modificaciôn del 
ângulo de fase, P. En el ciclopentano, la barrera a la 
pseudorotaciôn es muy pequena. Para ciclos con heteroâto- 
mcs y con sustituyentes, aparecen barreras a la
pseudorotaciôn que, no obstante, suelen ser pequenas y 
permiten seguir utilizando el ttatamiento. Asî, de la 
comparaciôn de dates de Rayos X de 63 derivados de nucleô- 
sidos y nucleôtidos de purina y pirimidina, Altona y Sun- 
daralingan concluyen que el anillo de ribosa de estas 
moléculas normâlmente ocupa sôlo dos intervalos relati­
vamente pequenos del circuito pseudorotacional; los de 
tipo N (parte NÔRTE del circuito) con valores de P»2-14® 
y los de tipo S (SUR) con valores de P=139-l74* (valores 
para 6-ribôsidos de purina). Ello impiica la existencia 
de dos barreras de potencial (que se oponen a la pseudo­
rotaciôn) a valores de P=90* y P=270°. En la figura 20 
se ilustran las conformaciones con P=0* (tipo N) y P=180® 
(tipo S) y un diagrama de la energîa potencial en funciôn 
de P.
En disoluciôn, los datos expérimentales existentes 
indican que el anillo de furanosa no présenta una ünica 
estructura rîgida, sino que refleja la existencia de un 
equilibrio dinâmico râpido entre, al menos, dos confor­
maciones plegadas, una del tipo N y otra del tipo S. El 
problema que se nos présenta es, pues, el de determinar 
a partir de los acoplamientcs medidos en el espectro 
J,'2 '' • 2^'}' y los valores de Pg y
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que caracterizan las conformaciones N y S preferidas, asi 
como la constante de equilibrio K(X^/Xg) correspondiente 
a la interconversiôn conformacional (N t S). Los valores 
de los primeros cuatro pàrâmetros estâri correlacionados 
y ig, ) a travée de la ecuaciôn
de Karplus que se utiliza para relacionàr las constantes 
de acoplamiento vecinales con los ângulos diedros, ,j, , 
entre los correspondientes enlaces CH., y CHj, , por lo 
que es posible obtener valores individuales para los 5 
parâmetros.
Siguiendo las aproximaciones y métodos descritos
por Altona y Sundaralingam (51) , se han obtenido para
Npuromicina y su dihidrocloruro los valotes de P^, 0^,
Pg, ^0^ y K (Xj^ /Xg) . La ecuaciôn de Karplus utilizada, 
cuyos coeficientes se han obtenido a partir de un anâlisis 
estadistico de anillos de ribosa, basândose en la indepen- 
dencia de J^,^, y (J^ .g, + respecte a la posiciôn del
equilibrio N*S, es la dada por dichos autores:
J = 10,5 cos^ (|)^ -^1,2 COS Oyy
Asimismo, la relaciôn entre los ângulos diedros (j>.j y los
de torsiôn del anillo 0j es la dada en la tabla III de la
referenda (51) . Las constantes Y se han co-
rregido por el efecto de la sustituciôn del -OH en C3'
por el grupo aminoacil de acuerdo con la expresiôn
jC°T= j°bS(l_mAE)
en donde AE es la diferencia de electronegatividad entre
el 0 y el N (0,5) (53) y m se ha tornado como 0,1. En la 
tabla 4 3 se dan los valores de las constantes de acopla­
miento observadas y corregidas y los valores de KXx^/Xs) 
y AG para puromicina a pH=2,5, 10,5 y 12,5. En la tabla 
47 se dan los valores obtenidos para P., ^6 , Pc Y
N m b  m
junto con los de algunos ângulos de torsiôn, 6j, ângulos 
diedros entre enlaces CH, *.j, y constantes de acoplamien­
to calculadas para las formas N y S, todos ellos parâ-
N Smétros intermedios en el câlculo de K, P., 8 , P^ y 6 .
N m a  m
Como puede verse en la tabla 46, el anillo de 
furanosa en puromicina se présenta preferentemente en la 
conformaciôn de tipo N, a diferencia de lo que sucede en 
la adenosina y en los très adenosin-mono-fosfatos (2'-AMP,
3 '-AMP y 5'-AMP) en los qile el equilibtio estâ desplazado 
hacia la forma S.
La conformaciôn en èstado Cristalino efe taunbiên 
la N, lo que conduce a la conclusiôn de que los efectos 
que la determinan son fundamentalmente intramoleculares 
y que éstos predominan sobre los de solvataciôn (disolu­
ciôn) y los de empaquetamiento cristalino (sôlido). No 
es fâcil sehalar alguna interacciôn concreta que deter­
mine la adopciôn preferente de esta conformaciôn. Sin 
embargo, la que aparece como mâs razonable es la interac­
ciôn de van-der-Waals entre el protôn en Cl' y el susti- 
tuyente en C3'.
La interacciôn 1,3-diaxial en ciclohexano para 
-OH y -NH2  es respectivamente, 0,7 y 1,8 Kcal/mol (53), Una
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TABLA 46
Constantes de equilibrio K(x^/Xg) de inter- 
conversiôn N ^  S para puromlcina y valores 
de los acoplamientos ütilizados en el câlculo
pH 2,5 
0,18 M
pH 10,5 
1,4.10’^M
pH 12,0 
~5.1l"3M
KCx^/Xg) (26*0 3,3 2,4 1,6
AG(cal/mol) -715 -530 -340
0,77 0,71 0,64
0,23 0,29 0,36
H* 2,5(2,5) 3,1(3,1) 3,8(3,8)
J%bs,(jCorr)  ^ Hz 6,0(5,8) 6,0(5,8) 5,8(5,6)
Hz 8,0(7,6) 7,5(7,1) 6,8(6,4)
TABLA 4 7
Parâmetros pseudoro tacionales y otros 
datos geométticos para puromlcina.
Forma N Forma S
F 21* (3°)* 160*
33* (40°P 36*
J,,'2' (Hz) 0,4 9,7
3^'•i*' (Hz)
9,7 0,4
*1''2' 104* 154*
*2''T 37* - 37*
*3''4' 161*
- 96*
®n 31* - 34*
®t - 32* 20*
«4 - 18* 35*
a Valores deducldos de la estructura
de Ray os X.
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diferencia anâloga en el anlllo de tetrahidrofurano podrîa 
expllcar cualltativamente la dlferencia en la conformaciôn 
preferIda del anlllo de furanosa en puromlcina (tlpo N) y en 
la adenoslna, 2'-AMP, 3 '-AMP y 5 '-AMP (tlpo S).
Es tcimblên significative el hecho de que a medlda 
que nos desplazamos a pH alto, el equlllbrlo N$S va des- 
plazândose hacla la forma S, si bien este desplazamlento 
es relatlvamente pequeno. Ello Indlca la exlstencla de 
factores de atraccldn o repulslôn electrostâtlcos que con- 
trlbiiyen tgùnbîën a determiner la conforméelôn del anlllo 
de furanosa.
Los valores encontrados para los parâmetros pseu- 
dorotaclonales en dlsoluclôn, dlfleren de los determlna- 
dos en el cristal. Los determlnados por RMN han de consi­
dérer se con precaucldn, debldo a las aproxlmaclones del 
mêtodo, prlnclpalmente a la elecclôn de los coeflclentes 
de la ecuaclôn de Karplus. De todos modos, si parece exls- 
tlr un desplazamlento del ângulo de fase de pseudorota- 
cl6n, P, hacla valores mayores que los encontrados en el 
cristal, lo que supone un desplazamlento desde la forma 
C3'endo-C2'exo (cristal) (P=0) hacla la C3*endo-C4*exo 
(P=36®) en dlsoluclôn. Aslmlsmo se observa slgnlflcatlva- 
mente una reducclôn del ângulo mâxlmo de torslôn, 0^, 
desde 40° (cristal) a 33° (dlsoluclôn) lo que slgnlflca 
un mayor grado de plegamlento que el normal (38°) en el 
cristal y un relative aplanamlento (33°) de dlcho anlllo 
en dlsoluclôn. Para la estructura de minima energla de
tipo S se obtienen valores muy similares a los obtenidos 
para molêculas anSlogas.
Es, por ûltimo, digno de destacar que la confor- • 
maciôn del anillo de furanosa en puromlcina no sufre varla- 
clones significatives ni con la temperature, ni con la 
concentraclôn, ni inclusol con el camblo de dlsolvente 
(DgO DMSO) , como lo demuestra la constancla de « 2 1 r 
J2 '3 ‘ y ‘^3*4' rcspecto a dlchas variables. En el primer 
caso (temperature), ello Indice que la dlferencia de ener­
gla libre encontrada entre las conformaclones de tlpo N 
y S son mâs bien debldas al têrmlno entrôplco. En los 
otros casos, se confirma la dependencla de la conformaclôn 
de efectos Intramoleculares que predomlnan sobre los de 
asoclaclones moleculares (concentraclôn) y solvataclôn u 
otro efecto del medlo.
III.1.2.- Conformaclôn del grupo exoclcllco -CH^OH.
Los estudlos por dlfracclôn de Rayos X de un gran 
nûmero de nucleôsldos y nucleôtldos en estado crlstallno, 
muestran que las conformaclones preferldas del grupo exo­
clcllco -CH^OH respecto a la rotaclôn en torno al enlace 
C4*-C5* son las très "altemadas” y, de entre ellas, la 
denomlnada gg (figura 21). En dlsoluclôn, estâ bien esta- 
bleclda la exlstencla de una rotaclôn râplda en torno a 
dlcho enlace, de forma que las constantes de acoplamlento 
roedldas, y han de Interpretarse como un pro-
medlo de los valores que ellas presentan en los confôme- 
ros Indlvlduales.
^ rn ' — r 
/ OH '
- r  c
gg
2,0
1,5
S’S
gt
2,0
11,6
L-2*
—
0 V k ^ S -
Figura 21. Rotftmeros altemados en lorno al enlace CA'-C5' en puromicina.
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II
%, = 1D0" 
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III
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Figura 22. Rotârneros olternaclos en tcr.no al enlace C2“-  C3“ en purornicina.
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No se dispone estrlctamente de las constantes de 
acoplamlento de los confômeros I, II, III. Sin embargo, 
existe una gran cantldad de Informacidn acerca de los va­
lores de estas constantes en una gran varledad de compues- 
tos que cubren dlstlntos Intervalos dentro del rango en el 
que puede desplazarse el equlllbrlo, asl como valores de 
compuestos modelo clcllcos que pueden aslmllarse con al- 
guna de las conformaclones Indlcadas.
Los valores de estas constantes que se dan en la 
figura se han tômado de (54) y cumplen con todas las de- 
pendenclas respecto a ângulos dledros y electronegatlvl- 
dad y orlentaclôn de sustltuyentes determlnadas emplrlca- 
mente. Aceptando pues, que
4^'5'a “ Via *lVlIIa
■^ 4'5'b “ V i b  *II^IIb *lVlIIb
es poslble calculer las fracclones molares correspondlentes 
a los très rotâmeros, a partir de las constantes observadas 
y y una vez que las senales observadas H5*l
y HS'h se aslgnen a los protones HS'a y HS'b. En estudlos 
anâlogos para nucledsidos y nucleôtldos (55) esa aslgna- 
clôn no puede hacerse Inequlvocamente. En el caso de la 
puromlcina, sln embargo, si es poslble hacerlo. Se verà 
en una secclôn posterior que estos protones estdn apanta- 
llados por el anlllo bencênlco del resto 0-Me-tlroslnll, 
lo que conduce a la concluslôn de que la conformaclôn pre- 
ferlda en dlsoluclôn es la que corresponde a la estructura
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de Rayos X (figura 19). La magnitud de este apantallamiento, 
respecto a la del aminonucleôsido es de 0,50 ppm (Hh) y 0,39 
(Hl). La posiciôn de los protones H5*a y H5*b respecto al 
anillo bencênlco es tal que es de esperar un mayor apan­
tallamiento para el prlmero, suponlendo, como luego se com- 
probarê, que la conformaclôn preferlda es la gg. Ello con­
duce a aslgnar la senal Hl (J^,g,^ = 2,3) a H5*b, y la se- 
nal Hh (J^,^,^ * 4,0) a H5'a. Con esta aslgnaclôn y las 
ecuaclones anterlores puede hallarse que para la puromlcina 
(dlcatlôn) las fracclones molares correspondlentes a las 
dlstlntas conformaclones son Xj=0,74, Xjj*0,23 y x^^^ =0,03.
Igualmente, para la puromlcina neutra ( ^ 4 1 5 1 3  * 2,72 
y '^4 1 5 1 5 = 4,2) se halla Xj=0,69, Xj^=0,24 y =0,07. Para 
el dlcatlôn a 90*C ( ^ 4 1 5 1 3  = 2,5 y ^ 4,5), las frac­
clones molares tlenden a Igualarse, Xj=0,67, Xjj=0,28 y 
Xjii =0,05, como es de esperar.
La concluslôn de que la puromlcina, en sus dls­
tlntos estados de lonlzaclôn, muestra una acusada prefe- 
rencla por la conformaclôn gg, concuerda con lo obtenldo 
para la generalldad de nucleôsldos y nucleôtldos y con 
la conformaclôn que el dlhldrocloruro adopta en el cris­
tal. La mayor poblaclôn de gt respecto a tg, en las con­
formaclones mlnorltarlas es un hecho en llnea con la In- 
fluencla de la confIguraclôn del sustltuyente en C3 *, de- 
termlnada en derlvados de glucosa, asl como con las con- 
cluslones que podrlan derlvarse de conslderar la Interac- 
clôn de van der Waals entre 05* y los êtomos del resto
OMe-tirosimil, en la conformaclôn preferlda en torno a
Ca-Cg-
Es Interesante destacar que el pequeno desplaza­
mlento del equlllbrlo que tlene lugar al pasar del dlca­
tlôn a la forma neutra, por el que la poblaclôn de gg se 
reduce, es un hecho que confirma la correlaclôn que ha sldo 
sugerlda por Hruska (56) entre la conformaclôn del carblnol 
exoclcllco y la del anlllo de furanosa. Segûn ella, la forma 
S desestablllza la conformaclôn gg, hecho que tlene lugar 
para la molécula de puromlcinai
III.1.3.- Conformaclôn en torno al enlace gllcosldlco.
En reclentes estudlos (57 y 58) sobre la conformaclôn 
de nucleôsldos y nucleôtldos de adenlna por RMN y dlfrac­
clôn de Rayos X, se ha llegado a una serle de concluslo- 
nes respecto al punto concrete de la conformaclôn de la 
base en torno al enlace N9-C1*, descrlta por el ângulo de 
torslôn X» (Figura 19). Segdn ellas, la conformaclôn pre­
ferlda por todos estos compuestos es la antl (x 0 °-1 2 0 °), 
estando llmltado el Intervalo de varlaclôn de este ângulo 
a zonas bien dellmltadas dependlendo de la conformaclôn 
del anlllo de furanosa (x 0-30® para conformaclones de tlpo 
N y X 30-50® para las de tlpo S). En dlsoluclôn, no se 
excluye la poslbllldad de la exlstencla de un equlllbrlo 
de Interconverslôn entre las formas sln y las formas antl. 
Anâlogas concluslones se deducen de la apllcaclôn de mê- 
todos mecânlcos de energla potenclal (5 9 ) a las molêculas
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de adenosina, y 5 '-AMP. La poslclôn anti es la favorecida 
en estas molêculas (X 50® para conformaclones tlpo S y 
X 10® para las de tlpo N). La conformaclôn sln es sôlo pre­
ferlda para derlvados sustltuldos en C8 con grupos voluml- 
nosos. Este problems ha sldo tamblên abordado por la medlda 
del efecto Overhauser nuclear (NOE) (60) y por la medlda 
de tlempos de relajaclên de protôn en adenoslna y 5 '-AMP 
con H8 substltuldo por deuterlo (61) . Las concluslones, 
en este caso, son que estas molêculas se muestran flexi­
bles en su rotaclôn en torno al enlace gllcosldlco y nln- 
guna de las conformaclones sln o antl dan cuenta de los 
hechos expérimentales, por lo que hay que admltlr la exls­
tencla de un equlllbrlo conformaclonal entre ambas formas.
Este equlllbrlo no parece ser Independiente de 
la exlstencla de otros rasgos conformaclonales y, asl, 
esté estableclda (62) la exlstencla de una correlaclôn 
por la que la forma sln provoca una dlsmlnuclôn de la po­
blaclôn relatlva de la conformaclôn gg (en torno a C4'- 
C5'), con el conslgulente aumento de alguna de las for­
mas gt ô tg.
Uno de los parémetros que més Informaclôn puede 
proporclonar a este respecto, si bien su utlllzaclôn no 
ha sldo aûn suflcientemente explotada es el tlempo de re- 
lajaclôn de los protones H2 y H8. Como puede verse en 
la Tabla 16 (capltulo II.2), los medldos para estos 
protones en el dlcatlôn de puromlcina, dlfleren muy no­
tablement e (Tj(H2)=2,62 s y T^(H8)=0,78 s). SI se supone
que el mecanismo de relajaciôn imperante es el de acopla- 
miento dipolo-dlpolo intramolecular y se reallzan célculos 
de para la conformaclôn de Rayos X y la correspondlente 
con la base en poslclôn sln (utlllzando un tlempo de corre* 
laclôn obtenldo a partir de los de  ^^ C), se observa que 
cualltativamente, la dlferencia experimental entre los 
de H2 y H8 se expllca sôlo con la primera de ellas. Este 
es, a nuestro julclo, una de las pruebas expérimentales 
més rotundas para certlflcar que la puromlcina (dlcatlôn) 
muestra una preferencla en dlsoluclôn por la conformaclôn 
antl.
Al aumentar el pH y dlsoclarse de la base el 
protôn en NI, los valores de los tlempos de relajaclôn 
de H2 y H8 se hacen mâs Iguales, lo que podrla Interpte- 
tarse, en principle, como un desplazamlento del equlll­
brlo sln ^ antl hacla la primera de las formas. Los des- 
plazamlentos qulmlcos de los protones de la rlbosa H2', 
H3', H4', H5*a y H5'b sufren pequenas modlfIcaclones en 
uno y otro sentldo al produclrse la dlsoclaclôn. Sln em­
bargo, los corrlmlentos observados son pequehos respecto 
a los que habrîa que esperar (59) para un camblo sustan- 
clal en el equlllbrlo sln ^ antl y no se producen, ademâs,
en el mlsmo sentldo. Lo mlsmo ocurre con los desplazamlen-
1 3tos qulmlcos de C. Por otro lado, la poslclôn del equl­
llbrlo de los rotémeros gg, gt y tg no se modlflca sus- 
tanclalmente. Lo que si puede deduclrse fécllmente de los 
datos de varlaclôn con la concentraclôn, y de la diferen-
cia de los corrimientos por protonaclôn a dlstlntas concen- 
traciones, es la exlstencla de una asoclaclôn Intermolecu- 
lar por apllamlento (Stacking) por enclma del pK corres­
pondlente a la desprotonaclôn de la base, proceso que, 
por debajo de dlcho pK, estaba Impedldo por repulslôn elec- 
trostâtlca entre las bases. Este hecho, que lleva conslgo 
la proximldad entre los protones H2 de dlstlntas molêcu­
las, es, a nuestro julclo, la causa del Incremento de re­
lajaclôn que sufre este protôn al camblar el estado de 
lonlzaclôn de la base. En medldas de tlempo de relajaclôn 
a dlstlntas temperatures del 5*-AMP a pH flslolôglco, se 
ha llegado, muy reclentemente (63) a la concluslôn de que 
la relajaclôn de H2 es fundamentalmente de naturaleza In- 
termolecular.
Por otro lado, utlllzando la dependencla estable­
clda (64) entre la constante de acoplamlento veclnal 
con el ângulo dledro, que se discute con més detalle en
III.2.2., a partir del valor observado para i de 4Hz
pueden calcularse valores de <|> (éngulo dledro entre los pia­
nos C8NC1* y NCl'Hl* de ±20° y ±140°, que conducen a los sl- 
gulentes valores de x ~ 2 2 0 °, 260°, 2 0 ° y 1 0 0 °, los dos prl- 
meros en el intervalo sln y los dos ûltlmos en el Intervalo 
antl. Es digno de destacar que uno de los valores calculados 
de X en el Intervalo antl (X=20°) coïncide préctlcamente 
con el valor que este ângulo présenta en el cristal.
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En concluslôn, la poslclôn de la base en puroml- 
clna es preferentemente antl, y la poslclôn del equlllbrlo 
sln t antl no sufre alteraclones notables al camblar el es­
tado de lonlzaclôn de sus dlferentes grupos.
III.1.4.- Conformaclôn en torno al enlace C3*-N3* 
(torslôn (|)) .
El exâmen del mapa conformaclonal ((p,ilf) résultan­
te de los estudlos de energla potenclal (50) , muestra que 
las conformaclones que son energétlcamente poslbles estén 
conflnadas a una sola reglôn de dlcha superficie y que el 
mlnlmo de energla potenclal aparece a (<|>,i|^) = (110°,290°). 
Dlcho mlnlmo no es muy profundo y la llnea de nlvel a 
0,5 Kcal se extlende a la reglôn comprendlda entre (|) =Î10°± 
t: 30° (el éngulo 0  = 120° corresponde a la orlentaclôn en 
la que el enlace N-H se sltûa en poslclôn antlperlplanar 
respecto al enlace C3 * -H3 * ) . El ângulo 4» en la conforma­
clôn de Rayos X muestra un valor de 110°.
Por otro lado, del estudlo de la estructura de 
Rayos X de dlstlntos 3*-nucleôtldos, se deduce que, para 
aquellos compuestos que muestran una conformaclôn del 
anlllo de rlbosa C3'-endo, el ângulo <l>, anâlogo al que 
considérâmes (IdentlfIcando el enlace P=0 con el C=0) es 
de 97°±21.
Bystrov y col. (6 ^) han propuesto, sobre la base 
de los datos expérimentales existantes, una ecuaclôn de 
Karplus apllcable al fragmente peptldlco -NH-CH-. Esta
ecuaclôn es:
^Jj^ Hch ” ^'4 cos^8-"l,l COS 8+0,4
en donde 8  es el éngulo dledro entre los enlaces CH y NH.
El valor medldo para esa constante en DMSO (en 
DgO el NH Intercambia por deuterlo) es de 6 , 8  Hz. Resol- 
vlendo la ecuaclôn anterior se encuentran para cos 8  va­
lores de 0,888 y -0,771 correspondlentes a éngulos 
8(0<8<180°) de 28° y 141°. Los valores del éngulo de tor­
slôn <p correspondlentes a estos ûltlmos son de (218°,262°) 
y de (81*,159°). De estos cuatro éngulos poslbles, el mâs 
cercano al que presentan los dlstlntos 3'-nucleôtldos en 
Rayos X y la propla puromlcina, asl como al valor derlva- 
do del estudlo de energla potenclal es el de *=81°.
Es claro que no se puede adscrlblr demaslada 
slgnlfIcaclôn al valor del éngulo * asl calculado, debldo 
a las aproxlmaclones utlllzadas, asl como al hecho de ha- 
ber sldo medlda la constante DMSO y no en DgO.
Sln embargo, los restantes parémetros que pueden medlrse 
en los dos dlsolventes Indlcan que no exlsten camblos no­
tables en la conformaclôn de puromlcina al camblar de dl­
solvente. El valor de la constante medlda es, ademâs, re- 
flejo de la media pesada correspondlente al equlllbrlo de 
la conformaclôn de rlbosa N ±  S. Muy probablemente el va­
lor de * para la conformaclôn de minima energla no sea el 
mlsmo para la forma N que para la S, slendo ademâs razona- 
ble el hecho de que para esta ûltlma el valor de * sea 
menor (Interacclôn de van der Waals entre NI' y Hl'), lo
que contribulrîa a expllcar la dlferencia encontrada para 
dlcha torslôn en èl cristal y en dlsoluclôn. Aun tenlendo 
en cuenta el efecto del equlllbrlo N #  S, un desplazamlento 
del valor de * en la forma N hacla valores menores de 110* 
slgue slendo necesarlo para satlsfacer la ecuaclôn anterior.
III.1.5.- Conformaclôn del resto 0-Me-tlroslmll.
La estructura crlstallna de la puromlcina (49) 
muestra que, en ella, el resto OMetlroslmll présenta una 
conformaclôn caracterlzada por los valores de 257°, 74° 
y 73° para los ângulos de torslôn y respectlva-
mente. El grupo peptldo -NH-CO- es piano y el enlace -NH 
estâ en poslclôn trans respecto al CO, como es régla gene­
ral en amlnoâcldos y péptldos. En el estudlo de la energla 
potenclal (50), a partir de los mapas conformaclonales 
(*,X^) y (*\*) se obtlene para 4^ un sôlo mlnlmo de energla 
potenclal, con un valor de este ângulo comprendIdo en el 
Intervalo (240-300°). Cuando se tlene en cuenta la Influen­
cla de los âtomos de la parte nucleosldlca^ el mlnlmo glo­
bal en el mapa (*,X,) aparece a valores de (250°,50°), si 
bien exlsten, ademâs, otros dos mlnlmos para el mlsmo va­
lor aproxlmado de * y valores de X^ de ~180° y 300°. En 
concluslôn los dos tlpos de estudlo colnclden en senalar 
como la conformaclôn mâs estable del resto amlnoacll es 
aquella en que * y X, adoptan los valores (estandarlzados 
con referenda a las conformaclones alternadas) de 240° y 
60°, respectlvamente.
En dlsoluclôn, exlsten prlnclpalmente, dos tlpos 
de argumentes, basados en datos de RMN, para obtener In­
formaclôn acerca de la conformaclôn del resto amlnoacll. 
Uno de ellos, es el desplazamlento qulmlco a alto campo 
que sufren los protones H4'-H5'a y H5*b de la^puromlclna 
respecto a su amlno nucleôsldo. Los correspondlentes co­
rrlmlentos de los protones del resto ribosll se dan en 
la Tabla 48.
TABLA 48
Desplazamlentos qulmlcos (ppm) relatlvos de 
los protones del resto ribosll (puromlcina a- 
mlnonucleôsldo de puromlcina) (2,7.10’^ , pH 7,1)
A6 -( 6 pyp-6 g^lnonucleôs îdo^
Hl* -0,06
H2* +0 , 1 1
H4* -0,27
H5*a(H5^ ) -0,50
H5*b(H5*j^ ) -0,39
El hecho de que los protones H4*, H5*a y H5*b muostren un 
corrlmlento sustanclal hacla alto campo, mlentras que los 
protones H2* y Hl* sufran una varlaclôn menor y de dlstlnto 
slgno en el caso del prlmero, es prueba de que el anlllo 
aromâtlco del resto OMe-tlroslmll estâ sltuado hacla la
parte C3*-C4'-0 del anillo de rlbosa (* 180-360°) y en una 
poslclôn tal que los protones H4', H5'a y H5'b queden por 
enclma o por debajo del piano deflnldo por el anlllo aromd- 
tlco y no en las proxlmldades de dlcho piano.
La segunda pleza de Informaclôn ûtll en la descrlp- 
clôn conformaclonal del resto amlnoacllo, son las constan­
tes de acoplamlento y El hecho de que una de
ellas Hz) alcance un valor cercano al esperado
para una orlentaclôn antlperlplanar de los protones y
Indlca, en principle, de modo cualltatlvo que las con­
formaclones con un ângulo de torslôn X,=300° han de estar 
poco pobladas. Este hecho, junto con el anteriormente des- 
crlto referente a los desplazamlentos qulmlcos, reduce 
drâstlcàmente el rango de poslbles valores de (*,X^). 
Clertamente, sôlo los valores cercanos a (240°,60°) cum­
plen con las dos condlclones.
De acuerdo con esta concluslôn, las senales pro- 
tônlcas denomlnadas y Hg^ han de aslgnarse, respectl- 
vamente, a los protones Hg y Hg, (vêase Flg. 22). Utlll­
zando los valores de J^g y J^g, para los très confôrmeros 
mâs estables (alternadas) correspondlentes a una rotaclôn 
en torno C^-Cg, dados por Pachler (€6 ) , es poslble obtener 
las poblaclones de cada uno de ellos, medlante las slguien- 
tes expreslones:
Pi =
Pii = (J:%'-Jg)/(Jt-Jg)
PjII = 1 - Pj - Pjj
- 4 ± U -
en donde y son los valores modelo para las constan­
tes vecinales trans y gauche que son de 13,62 y 2,56 Hz, 
respectivamente. En la Tabla 43 se dan los valores de las 
constantes medidas a temperatura êunbiente y a la de 92°C, 
para pH 1,5 y 10,5, y los valores de p^, p^^ y p^^^ calcu­
lados con las anterlores expreslones.
TABLA 49
Poblaclones de las conformaclones I, II y III 
a dlstlntas condlclones de pH y temperature.
pH=
T=26*C
1.5
T=92*C
pH=
T=26*C
10.5
T=92°C
'«g
9,4 8 , 8 9,2 8,3
•^ ag' 6,4 6,3 6 , 2 6 , 0
Pi 0,62 0,56 0,60 0,52
Pii 0,35 0,34 0,33 0,31
Piii 0,03 0 , 1 0 0,07 0,07
Como puede verse, la poblaclôn de la conformaclôn III 
(o^=300°), es muy mlnorltarla en todos los casos, mlentras 
que las de I(a^=60°) y II(X^=180°) son grandes, resultando 
favorecida la I en consonancla con los resultados de la 
estructura de Rayos X. Las pequenas varlaclones observadas 
para dlstlntos pH, estân Incluldas dentro de los errores 
de las constantes. Sln embargo, la varlaclôn de las pobla-
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ciones con la temperatura es significative y slgue la ten- 
dencla de que se Igualen las poblaclones, lo que es conse- 
cuente con lo que habrla que esperar. En DMSO, sôlo es po­
slble medlr la suma de J^g y J^g,, lo que permlte unlcamente 
evaluar los valores de (Pj+Pjj) Y de Pjjjf resultando ser 
de 0,76 y 0,24, respectivamente, lo que supone un notable 
Incremento de la poblaclôn de la conformaclôn con X^=300° 
en este dlsolvente respecto a la que se obtlene en D^O.
De acuerdo con el modelo de Johnson y Borey (67) 
para el câlculo del apantallamiento producldo por las co- 
rrlentes de anlllo del benceno y utlllzando los datos geo- 
métrlcos de la conformaclôn de puromlcina, se han evaluado 
estos efectos para los protones H4', H5'a y H5*b, resultan­
do ser de; -0,44, -0,13 y -0,11, respectivamente. Estos va­
lores no reproducen clertamente los observados (Tabla 4S), 
pero si Indlcan cualltativamente el sentldo del corrlmlento 
de los desplazamlentos qulmlcos. Ademâs de la slmpllcldad 
del modelo, hay que tener en cuenta que dentro de la con­
formaclôn de Rayos X, pequenas modlfIcaclones del ângulo 
de torslôn Xg puede tener efectos notables sobre los co­
rrlmlentos calculados para estos protones. En la conforma­
clôn "extendlda" (*=180°), los corrlmlentos debldos al anl­
llo bencênlco son despreclables.
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1 1 1 ,2 . y conformaclôn molecular de gougerotlna
Para la molécula de gougerotlna no exlsten, hasta 
el momento, estudlos de Rayos X del cristal ni estudlos con­
formée ionales por môtodos mecânlcos de energla potenclal. 
Ello limita en alguna medlda el alcance de la dlscuslôn que, 
sobre la eatruetura y confotmaclôn de gougerotlna, se rea­
lize en este capltulo con base en los datos obtenidos de 
sus espectros de RMN. Es poslble, sln embargo, obtener In­
formaclôn acerca de algunos aspectos conformaclonales de 
esta molécula, los cuales se dlscuten separadamente.
En la flg. 23, se ha representado una de las posl­
bles conformaclones de la gougerotlna, en donde se llustra 
la nomenclatura de los dlstlntos ângulos de torslôn utlll- 
zados en la dlscuslôn. Las rotaclones en torno a los enla­
ces N-C2", C2"-C3", C2"-C1", N-C4' y Cl'-N se deslgnan con 
los simbolos *, y x» respectivamente. El valor
de *j=0 corresponde al ângulo en que el enlace NH ecllpsa 
al C2"-C1"; para *=0, los enlaces N-C2" y C1***0 estân ecllp- 
sados; Xj= 0  corresponde al rotâmero en el que el enlace 
C3"-0 ecllpsa al C2”-C1"; *2 = 0  cuando los enlaces C3*-C4* 
y N-Cl" estân ecllpsados y, por ûltimo, por analogla con 
la cltldlna, x* 0  para la conformaclôn en que el enlace 
N1-C6 de la base ecllpsa al Cl'-O del azûcar. El slgno de 
la rotaclôn se define como positive, cuando mlrando en la 
dlrecclôn del enlace para el que se considéra la rotaclôn, 
el enlace mâs aiejado glra en el sentldo de las agujas del 
reloj.
Figura 23. Una conformaclôn posible de gougerotlna
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III.2.1.- Conformaclôn del anlllo de plranosa.
La estructura de la gougerotlna ha sldo estable­
clda en una serle de trabajos, por H. Iwasakl y por J.J.
Fox y col. (68,69,70) por mêtodos qulmlcos y espectroscô- 
plcos. En el ûltimo trabajo (70) se demuestra que la con- 
figuraclôn del azûcar es gluco y no galacto, como se habîa 
establecldo en un trabajo anterior (69) . Para ello, Fox y 
col. se basan en los espectros de RMN e IR de un producto 
de degradaclôn de la gougerotlna.
El anâlisis del espectro protônico del anlllo de 
azûcar de la gougerotlna, llevado a cabo por nosotros, 
muestra claramente que todas las constantes de acoplamlento 
vecinales son del orden de 9 Hz, lo que Inpllca una relaciôn 
axial-axlal para todos los protones del anlllo. Ello dé­
termina que la conformaclôn del anillo es la silla (la
representada en la flg. 23) y resuelve automâticamente el 
problema de la configuraclôn del âtomo de carbono C4 *, para 
el que el sustltuyente amlno acll queda en poslclôn ecuato- 
rlal, conflrmando que la confIguraclôn del anlllo es gluco. 
Esta determlnaclôn es mucho mâs dlrecta que la reallzada 
por Fox y col., ya que las concluslones estructurales y con­
formaclonales se obtienen del espectro de la propla sustan- 
cla y no de un producto de degradaclôn.
La conformaclôn del azûcar no sufre varlaclôn nln- 
guna con la temperatura, con la concentraclôn, con el pH 
ni con el camblo de dlsolvente (D^O DMSO) .
- 2 1 5 -
III.2.2.- Conformaclôn en torno al enlace gllcosldlco.
La conformaclôn en torno al enlace gllcosldlco, 
deflnlda por el ângulo de torslôn X, en cltldlna y, en ge­
neral, en B-nucleôsldos de pirlmldlna, ha sldo objeto de 
un gran nûmero de estudlos, tanto teôrlcos (mêtodos seml- 
emplrlcos de CM y mêtodos mecânlcos de energla potenclal) 
como expérimentales (IR, CD, ORD, NMR, dlfracclôn de Rayos 
X, etc.) (para una revlslôn, vêase (71)). Parece exlstlr 
un acuerdo general en que las conformaclones en el Inter­
valo antl (X -30°,150®) son preferldas respecto a las del 
Intervalo sln (X 150®, 330®), debldo prlnclpalmente a las 
Interacclones estêrlcas desfavorables que se establecen en 
este ûltimo caso entre el oxlgeno del grupo 2 -ceto de la 
base y los sustltuyentes del anlllo de furanosa. Ello se 
confirma en estado crlstallno, en el que un gran nûmero de 
6 -nucleôsldos de pirlmldlna muestran un ângulo X compren- 
dldo entre 0®-80®. La conformaclôn del anlllo de azûcar, 
Influye sobre el valor de X, obtenlêndose para la conforma­
clôn C2*-endo valores de X comprendldos entre 40-80® y 
para la C3'-endo valores de X entre 0-40®.
En el caso de la gougerotlna, el anlllo de azûcar 
es de plranosa y no de furanosa como en los nucleôsldos, lo 
que puede Introduclr en principle, algunas modlfIcaclones 
respecto a la conformaclôn en torno al enlace gllcosldlco. 
El desplazamlento qulmlco del protôn H 6 , que es uno de los 
parâmetros que mâs podrlan afectarse por un camblo del ân­
gulo X, es muy similar, sln embargo, al observado en la cl­
tldlna. Los parâmetros que mâs Informaclôn pueden proporclo-
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wm CQmtantes y^ c^ nales
entire t#e cariwpio» Ç2 y Ç 6  4# )# base y el j^rotôn HI* del
azdeat. Para eatas eenatantes se han #edldo valores de 4,0
y 4,5 H«> respeetlvaneate, 8 a reeleates estudlos (72 y 64)
se lia pueste de ma#$idlest# la ea##e#ela de una relacidn
de tl^ Karplus, aatloga a la que tlene lugar para protcmes,
para el a#oplaml#nte Bemleux y ool, (64),
ha» obtenldo #qi%l#|#e»te # a  ourva de dependencla del
valo# de ce» el d n ^ l o  d$ torslôn para nucledsldos
de pirlmldlna, utlllzando el aeoplawlento entre el nûcleo
*^0% de |a hase y el protdn luiomôrloo Hl*.
%
Para el valor c^servado de gougero­
tlna se obtienen valores de * (ângulo dledro entre los 
pianos C2-N-C1* y NCl’Hl*) de ±20* y ±140*, que correspon- 
den a los slguientes valores del ângulo de torslôn gllcosl­
dlco X»40*,80*,200* y 280®, los dos prlmeros en el Inter­
valo antl y los dos dltlraos en el Intervalo sln. SI supo- 
nemos que existe la mlsma relaclôn entre la constante
y el ângulo de torslôn ^* (ângulo dledro entre 
los pianos C6-N-C1* y N-C1*-H1*), a partir del valor expe­
rimental de 4,5 Hz obtendrlamos valores de <j>* de ±10* y 
±150® que corresponden a valores de X de 250®, 230®, 30° y 
90®. Las soluclones correspondlentes a las parejas (4 ^**) 
de (20®,-150®) y (-20®,150®), proporclonan mejores soluclo­
nes que las otras dos poslbles, determlnando ângulos medlos 
X de 35® y 85®, respectivamente. Ambas soluclones se en­
cuentran en el Intervalo antl. Con sôlo los datos de RMN
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no es posible elegir entre estas dos soluclones. La apllca­
clôn de este mêtodo estâ, por otra parte, restrlngldo al 
caso de que exista una conformaclôn ûnlca o muy favorecida, 
no slendo apllcable si existe un equlllbrlo dlnâmlco entre 
varias conformaclones.
III.2.3.- Conformaclôn en torno a los ângulos y
Como puede verse en la flg. 23, y son ângu­
los de torslôn en torno a enlaces -N-C^- de restes amlno­
acll comparables a los deflnidos (73) en estudlos de pêp- 
tldos. Para la determlnaclôn de la conformaclôn en torno a 
estos enlaces, segûn se vio en el capltulo III.1.4., son 
de utllldad las constantes de acoplamlento vecinales entre 
el protôn N-H y el correspondlente protôn C^-H. Desgracla- 
damente, esta constante no puede medlrse en dlsoluclôn de 
DgO, debldo a que el protôn N-H Intercambia con deuterlo.
En DMSO, si puede medlrse esta constante que, segûn se 
dlscutlô en II.2.5., alcanza los valores de 7,8 y 8,2 Hz 
para los restos serinll y amlnoglucosll respectivamente.
A partir de estos valores y utlllzando la ecua­
clôn, anâloga a la de Karplus para el protôn, propuesta 
por Brystov y col. (6 6 ) se encuentran para cos 6  ^ valores 
de 0,971 y -0,854 que corresponden a valores de 0^  de 14° 
y 149°, respectivamente. El ângulo 0^  es el ângulo dledro 
entre los pianos H-N-C2" y H2"-C2"-N (O°<0,<18O°). Los 
cuatro poslbles valores de (|)^ correspondlentes a estos va­
lores de 0^  son, *^=106°, 134°, 269° y 331°. Un valor de 
(|) I = 1 2 0  ° corresponde a la conformaclôn en la que el enlace 
N-H ecllpsa al enlace C2"-H2". Los valores obtenidos de
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106° y 134° son desviaclones de ±14° respecto a dicha con­
formaclôn. Aslmlsmo, un valor de 0^*300° corresponde a la 
conformaclôn en la que el enlace N-H se sltûa en una posl­
clôn antl-perlplanar respecto a C2"-H2" y los valores de 
4^=269° y 331° son desviaclones de ±31° respecto a dlcha 
conformaclôn. De la conslderaclôn de modèles moleculares 
puede deduclrse que en las conformaclones en las que 
vale 106° ô 134° exlsten desfavorables Interacclones estê­
rlcas entre el 0  del grupo carboxllo del resto sarcosllo 
y el 0  del carboxllo del resto serinll, asl como con al- 
guno de los âtomos sustltuyentes del C3", que hacen que 
estas conformaclones sean menos probables que las otras 
dos. Estas conslderaclones se apllcan para un valor de 
^=300°, pero otras anâlogas rlgen para cuando i|)'\^1 2 0 °, que 
es otra de las conformaclones que puede conslderarse como 
probable. Con base en este tlpo de conslderaclones, no es 
poslble dlstlngulr entre la mayor o menor probabllldad de 
las conformaclones deflnldas por 4^=269° y 331°, conclu- 
yêndose que la conformaclôn de gougerotlna en torno al 
enlace -N-C2”- esté en el Intervalo en que C2"-H2" y N-H 
estân en una poslclôn antlperlplanar y que el ângulo 4  
puede adoptar un valor de 269° o bien de 331°, slendo tam­
blên aceptable que exista un equlllbrlo dlnâmlco entre es­
tas dos conformaclones.
Utlllzando el valor de Hz, se encuen­
tran para cos 6  ^ valores de 0,876 y -0,812, que correspon­
den a valores de 8  ^ de 29° y 144°. El ângulo Gg es el ân­
gulo dledro entre los enlaces H-N-C4 * y n-C4*-h4* (0° <8 g< 180°)
-219-
Los cuatro poslbles valores de * 2  correspondienlas a estes 
valores de 6 g son *^=84°,156*,270* y 330*. Los d is primeros 
corresponden al rango antiperiplanar de los enlaces C4'-H4' 
y NH, y los dos ûltimos al rango sinperiplanar. Dal exâmen 
de modelos moleculares, puede claramente inferirs^ que las 
confomaclones en el rango antiperiplanar son mds favorables 
que las del rango sinperiplanar, debido a la existencia, en 
este ültimo caso, de desfavorables interacciones eshéricas 
entre el 0 del grupo carboxilo del resto D-serinil con los 
âtomos H3* y H5*. Asiroisino, en la conformaciôn definida por 
*2=156*, el mismo âtomo de O del grupo carboxilo del resto 
D-serinil présenta interacciones desfavorables con loc &to- 
raos del grupo -CONH2  unido a C5', por lo que conclulmos que 
la conformaciôn mâs probaüDle en torno al enlace -N-C4 '- es 
la definida por el ângulo *2 = 8 **" Es digno de destacar que 
para la puromicina se obtuvo un resultado andlogo.
III.2.4.- Conformacidn en torno al dngulo de torsion 
Las très conformaciones alternadas que puede adap­
ter el grupo hidroximetilo del resto D-serinil en la gouge- 
rotina, se ilustran mâs abajo y vienen definidas por los 
valores del ângulo de 60*, 180* y 300®. Como en casos 
andlogos, la determinacidn de las poblaciones correspon-
dientes a estas très conformaciones, exige disponer de los
3 3
valores observados de ^ H2"H6' ' como de los va­
lores correspondientes a cada una de las très conformaciones 
(I), (II) y (III). Recientemente, Feeney (74) ha propuesto 
un conjunto de valores para estos acoplamientos dedicidos de 
compuestos modelo en los que aparecen bloqueadas las corres­
pondientes conformaciones (I), (II) y (III). Esas constantes
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Figura 24. Rotameios alternados en torno al enlace C2"-C3" en gougerot Ina 
son apllcables al caso en que el sustituyente en es un
âtomo de carbono. En el caso de la serina, dlchos valores
han de corregirse por el efecto del sustituyente -OH, prin-
cipalmente en los casos en que el enlace C3''-0 adopte una
orientaciôn antiperiplanar respecte al enlace C2"-H2".
Disminuyendo, en esos casos, los valores dados por Feeney
en un 30% se consigne que Jh 2"H3 sea manor que
en (II) de acuerdo con reglas empiricas bien establecidas.
De este modo, el conjunto de constantes de acoplamiento
modelo que se adopta es el dado en la figura 24.
El valor medido para la suma (JH2"3*^H2"3')
10,9 Hz. Aunque su determinaciôn no es tan segura como la 
de la suma, es posible evaluar los valores individuales 
de Jy. ig y ‘^h2"3*' 9^^ resultan ser de 8,4 y 2,5 Hz, si 
bien su asignaciôn concrete no puede determinerse• Acep-
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tando la asignaciôn * 7 ^ 2 Y '^h2"3'~^'^' se obtienen 
fracciones molares de Xj=0,49, Xjj*0,58 y x^^^-0,07, y si 
se acepta la inversa se obtiene Xj=0,34, Xjj=0,00 y x^^^= 0,66 
Esta ültima eleccidn parece mâs razonable por no obtenerse 
fracciones molares negatives, si bien estas pueden estar 
afectadas de un error de lO,10 debido a la incertidumbre 
en los valores modelo de los acoplamientos. En conclusion, 
una de las dos conformaciones (II) o (III), mâs probable- 
mente la primera, no estâ poblada. Por otro lado, no pa­
rece confirmarse la existencia de enlace de hidrOgeno entre 
el -OH y el -CO del resto serinil, sugarida en (75) , pues 
ello conduciria a una poblàciOn muy mayoritaria para la 
conformaciOn (I).
III.2.5.- Otros rasgos conformacionales.
La conformée iOn en torno al ângulo de torsiOn ip 
es particularmente importante, porque define la posicidn 
relativa del resto sarcosilo respecto al anillo de pira- 
nosa. Desgraciadamente, no disponemos de ningün parâmetro 
magnético que pueda proporcionar informaciOn directa res­
pecto a la conformaciOn en torno a dicho ângulo. Sin em­
bargo, en los trabajos de Scheraga (73) sobre el câlculo 
por métodos mecânicos de la conformaciOn de polipéptidos 
se concluye que para péptidos pequenos (dipêptidos), los 
valores mds probables del ângulo de torsiôn ip son de 120* 
y de 300? El valor de 120* corresponde a la conformaciôn 
en la que el enlace CO estâ eclipsado con el enlace C^H, 
y el de 300* a aquella en la que estos enlaces estân en 
posiciôn anti-periplanar. Esta ûltima es la representada
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en la fig. 23, y résulté ser ligeramente favorable a la 
anterior, por lo que se ha mantenido fija en la discusi6n 
precedente. Conviene, sin embargo, tener en cuenta, la po- 
sibilidad de que la molécula se encuentre en la conformaciôn 
con #=120*.
De la conformaciôn del grupo CH^-NH-CH^-CO- perte- 
neciente al resto sarcosilo, tampoco es posible obtener in- 
formaciôn précisa con base en los espectros de RMN. El valor 
obtenido para NT^, donde es el tiempo de relajaciôn 
y N el nümero de âtomos de hidrôgeno directamente unidos 
al anterior, para el grupo CH^- terminal es un orden mayor 
que el de los restantes carbonos de la molécula, lo que 
indica un grado mucho mayor de movilidad para ese grupo 
que para los restantes. Ello es consecuente con que la 
cadena del grupo sarcosilo muestre una libertad muy grande 
de movimientos, estando pobladas por igual todas las posi- 
bles conformaciones alternadas.
III.3. Interacciôn de puromicina y gougerotina con riboso-
nias de E. Coli por espectroscopia de RMN
III.3.1.- Interacciôn de puromicina y gougerotina con
el centre peptidil-transferasa.
Las constantes de asociaciôn de los antibiôticos
puromicina y gougerotina con ribosomas de E. Coli, han
sido medidas utilizando antibiôticos marcados por el mé-
todo de ultracentrifugaciôn, por Fernândez Munoz (47) y
Barbacid y Vazquez (48) , respectivamente. Los valores resul-
L _ 1
tantes a una temperatura de 0°C fueron; K^=l,4.10 M para
Ç -1
puromicina y K^=6,7.10 M para gougerotina.
La aplicaciôn de la tôcnica de RMN a la medida de
estas interacciones requiere la utilizaciôn de concentra-
ciones de antibiôtico de uno a très ôrdenes de magnitud ma-
yores que las empleadas en las determinaciones aludidas mâs
arriba. Ello es un requisite impuesto por la sensibilidad
relativamente pequena del método. La utilizaciôn de estas
-  2 -  3concentraciones relativamente grandes (A^^IO -10 M) pré­
senta sérias desventajas. En primer lugar, las medidas no 
se realizan en el intervalo ôptimo de concentraciones re- 
comendable para la extracciôn de valores précisés para los 
parâmetros termodinâmicos del equilibrio de interacciôn. En 
segundo lugar, a esas concentraciones pueden ponerse de ma- 
nifiesto otros equilibrios de interacciôn de mener afini- 
dad, que afecten a los parâmetros espectrales que se uti- 
lizan para extraer la informaciôn del primer equilibrio, 
oscureciendo los efectos de éste e impidiendo por tante, 
su estudio.
Ignorando la posible existencia de estos equili­
brios secundarios, que en principio no pueden preveerse, 
la situaciôn y las posibilidades del estudio de la interac­
ciôn de puromicina y gougerotina con el centro peptidil- 
transferasa ribosômico por la tôcnica de RMN, se presen- 
taban de acuerdo con lo que se describe a continuaciôn. El 
exceso de anchura de las lineas del antibiôtico debido a la 
interacciôn viene expresado ({11.5.1} y {1.3.15}) por el 
producto de la fracciôn molar de antibiôtico unido y el 
factor de relajaciôn transversal. Para los valores de
il . 1
(>10 M ) que caracterizan estos equilibrios de interacciôn,
la fracciôn molar de antibiôtico unido es P =R /A (~10"^n o o
como mâximo), luego para obtener un exceso de anchura me- 
dible (10 seg"^), el valor del factor de relajaciôn heüarfa 
de ser, como minimo, de 10^ seg"'. El exceso de anchura 
viene dado por una expresiôn complicada ({1.3.15}) en la 
que intervienen la cinética de relajaciôn transversal del 
antibiôtico ligado, (l/T^ ^^ ) , la cinética de disociaciôn del 
complejo (1/T^) y la diferencia entre las frecuencias de re- 
sonancia de las senales del antibiôtico libre y ligado,
Segûn se vio en el capitulo I, la expresiôn {1.3.15} 
puede simplificarse con resultados diferentes dependiendo 
éstos de los valores relatives de los très parâmetros. Es 
ûtil, por tanto, hacer una evaluaciôn del orden de magnitud 
que pueden alcanzar éstos ûltimos.
La contribuciôn intramolecular (mécanisme de re­
lajaciôn dipolar) a (l/Tg^) para un nûcleo de una molécula
rîgidamente unida al ribosoma, puede evaluarse a partir de 
{1 .2 .2 0 }, tomando como tiempo de correlaciôn el calculado 
para el ribosoma mediante la ecuaciôn de Stokes-Einstein:
= 4wna?/3KT
que proporciona el tiempo de correlaciôn de difusiôn iso-
trôpîca rotacional para una estera rigida de radio a, que
se mueve en un medio de viscosidad n . Se obtiene as! un
t ^=3,3.10  ^ seg y, para los protones (cuyas distan-
cias a otros protones estân major definidas), se obtiene
un valor de (1/T2^)=6,9.10^ seg"^. Si se supone, por otra
parte, que la velocidad de formaciôn del complejo estâ con-
trolada por difusiôn, puede evaluarse, teniendo en cuenta
el tamano del ribosoma, que K^^%10^ M ^seg"^ (76). Para las
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constantes de asociaciôn medidas, K^>10 M , résulta, pues, 
que la constante cinética de disociaciôn del complejo es 
K_,<10^ seg El valor del término Aw, para protones no 
involucrados en enlaces de hidrôgeno, es mâximo cuando en 
el complejo existe una interacciôn por apilamiento entre 
bases nucleosidicas o entre restos aromâticos, en cuyos 
casos alcanza un valor tipico de 3.10^ seg”  ^ (0,5 ppm a 
90 MHz). Es razonable, en primera aproximaciôn, despreciar 
la contribuciôn de este término en la expresiôn {1.3.15} 
trente a las evaluaciones realizadas para (l/Tg^) y 
K_^(=1/T^), que resultan ser del mismo orden aproximado. La 
variaciôn de los excesos de anchura con la temperatura mos- 
trarla inequlvocamente la predominancia de uno u otro tér­
mino, pues, si éstos aumentan, el factor de relajaciôn estâ 
dominado por la cinética de intercambio (intercambio lento.
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K_j«(l/T 2 %)) y, si disminuyen, el factor de relajaciôn 
estâ dominado por la relajaciôn del antibiôtico ligado (in­
tercambio râpido, (l/Tpj^ ) «  K_^) . Si se hubieran cumplido 
las suposiciones que se han introducido hasta aqui, a par­
tir del estudio por RMN de la interacciôn de antibiôticos 
con el centro peptidil-transferasa, hubiera sido posible 
obtener informaciôn acerca de la constante de asociaciôn 
(si K^RjlO^ m ’ )^ asi como del valor de (l/T^^) (en el caso 
de intercambio râpido, siempre que (1 /T 2 ^)%1 0  ^ seg ^), o
bien del valor de la constante cinética de disociaciôn del
complejo (en el caso de intercambio lento, siempre que 
K_i%10^ seg ^).
A continuaciôn vamos a considérer cual séria la 
situaciôn en caso de que fallara o se modificara alguna 
de las hipôtesis aceptadas. Si la ligadura del antibiôtico 
al ribosoma es rigida, es posible que la relajaciôn no sea 
sôlo intramolecular, sino que al estar algunos de sus pro­
tones suficientemente prôximos a otros protones del ribo­
soma, sea efectiva la relajaciôn por interacciôn dipolar 
intermolecular. Ello significaria que el valor de (l/Tg^) 
séria mayor que 10^ seg ^, lo que no alteraria los anterio- 
res razonamientos mâs que para aumentar la posibilidad de
que el equilibrio se situase en la zona de intercambio
lento. Si, por el contrario, la ligadura del antibiôtico 
no es completamente rigida, sino que alguna de las partes 
de la molécula conserva algûn grado de libertad de rotaciôn 
interna, la efectividad de la interacciôn dipolar que ori-
gina la relajaciôn se reduce y, por tanto, puede
ser menor que 10^ seg” .^ Con ello, se aumenta la posibili­
dad de que el equilibrio de interacciôn se sitûe en el in­
tervalo de intercambio râpido y se reduce la de observer 
excesos de anchura que puedan medirse experimentalmente.
Si la cinética de formaciôn del complejo es mâs 
lenta que la determinada por la difusiôn, debido a la exis­
tencia de alguna barrera de activaciôn adicional, K_j, la 
cinética de disociaciôn ha de ser consecuentemente menor 
del limite obtenido anteriormente. Con ello, se aumenta la 
posibilidad de que el equilibrio de interacciôn se sitûe 
en el intervalo de intercambio lento y se reduce la de ob­
server excesos de anchura medibles. Este es, a nuestro jui- 
cio, una de las mâs sérias circunstancias que puede hacer 
peligrar la posibilidad de estudiar la interacciôn de an­
tibiôticos con el centro peptidil-transferasa por la téc- 
nica de RMN. En el caso improbable de que la diferencia 
de la frecuencia de resonancia del sitio libre y del li­
gado sea mucho mayor que la relajaciôn en este ûltimo y 
que la constante de disociaciôn, es decir, Aw>>(l/Tg^),
K_j, el factor de relajaciôn séria K c o n  lo que estariamos 
en el intervalo de intercambio lento, rigiendo las mismas 
limitaciones que se han visto mâs arriba, y si Aw^fl/Tg^), 
K_,, dispondriamos de un término adicional de relajaciôn 
que aumentaria las posibilidades de detectar excesos de an- 
churas medibles. En el caso de la gougerotina, para la que 
M \  sôlo podria confirmarse que K »  10^ ya
que |a ^ | » ( 1/K^) ({II.5.4}) . Igualmente y, dado que en este 
caso K_^«10^ seg \  aumentarïan las posibilidades de que 
el equilibrio se situase en el intervalo de interceunbio 
lento y se reducirîan las de observer excesos de anchura 
medibles. Este era, pues, el panorama complète del estudio 
de la interacciôn de puromicina y gougerotina con el centro 
peptidil-transferasa ribosômico, en ausencia de otras in­
teracciones secundarias.
Los resultados expérimentales del estudio de la 
interacciôn antibiôtico-ribosoma que se describen en el 
capitule II.5.7 y, concretamente, su anâlisis mediante el 
programa RIBO, muestran claramente que lo que se estâ de- 
tectando por la tôcnica de RMN son equilibrios de asocia­
ciôn de afinidad relativamente baja, obteniéndose para pu­
romicina, K^<10^ M  ^ y para gougerotina, K^flO^ m ’ ,^ que 
no concuerdan con las obtenidas por otros métodos para el 
equilibrio de interacciôn de puromicina y gougerotina con 
el centro peptidil-transferasa ribosômico, aun teniendo en 
cuenta que las determinaciones se han realizado a distintas 
temperaturas. Ello ya podia deducirse, de modo cualitativo, 
de la consideraciôn de las figuras 17 y 18, pues, para las 
constantes de interacciôn con el centro peptidil-transfe­
rasa habrian de haberse obtenido rectas que pasaran por el 
origen o, para el caso de la puromicina, de al menos una 
pendiente mucho mayor. Por otra parte, los valores rela­
tives de las constantes de afinidad para puromicina y gou­
gerotina que se deducen de los resultados medidos, son 
contrarios a los determinados para la interacciôn con el
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centro peptidil-transferasa. En consecuencia, puede con- 
cluirse que para las condiciones de nuestro estudio y, es- 
pecialmente, debido a la concentraciôn relativamente grande 
de ligando que es preciso emplear, los antibiôticos puro­
micina y gougerotina se unen, ademâs de al centro peptidil 
transferasa, a otro u otros centros del ribosoma con una 
constante de mâs baja afinidad. Los efectos de este equili­
brio sobre los parâmetros espectrales oscurecen los debidos 
al de interacciôn con el centro peptidil-transferasa, im­
pidiendo obtener informaciôn directa acerca de éste. A par­
tir del hecho resenado en (II.5.7) de que los resultados 
obtenidos pueden analizarse sôlo en funciôn de los parâ­
metros ng, kg y Ag correspondientes al equilibrio de inte­
racciôn secundario y no dependen de los del de interacciôn 
con el centro peptidil-transferasa, es posible, sin embargo, 
establecer un limite mâximo para el factor de relajaciôn, 
A^ssttA^, correspondiente a este ûltimo. En efecto, de acuerdo 
con {il.5.11}, A| «9,0.10^ seg’  ^ para la puromicina y 
A* «1,4.10^ seg"^ para la gougerotina. En el caso probable 
de que este equilibrio se sitûe en el intervalo de inter­
cambio lento, el factor de relajaciôn se identifica con la 
constante cinética de disociaciôn, es decir, A*=k_|. Los 
valores de 9,0.10^ y 1,4.10^ seg”  ^ son, pues, los valores 
mâximos que pueden adoptar las constantes de disociaciôn 
del complejo para el caso de puromicina y gougerotina. Un 
valor por encima de los anteriores afectarla a la anchura 
de las senales para la disoluciôn de minima concentraciôn
en A^. Los valores mâximos asi obtenidos para k , son con- o - I
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sistentes con las caracterlsticas descritas mâs arriba del 
equilibrio de interacciôn de puromicina y gougerotina con 
el centro peptidil-transferasa ribosômico.
III.3.2.- Interacciôn secundaria de puromicina y gou­
gerotina con ribosomas.
En la secciôn anterior se ha concluldo que la in­
teracciôn que se détecta por RMN entre puromicina o gouge­
rotina con ribosomas de E. Coli, no es la que tiene lugar 
con el centro peptidil-transferasa ribosômico, cuyo estudio 
era uno de los objetivos del présente trabajo. Es convenien* 
te, sin embargo, para el planteamiento de futuros trabajos 
sobre el tema, intentar caracterizar en lo posible la in­
teracciôn secundaria detectada, de menor afinidad.
Los experimentos realizados con los sistemas adeno- 
sina-ribosomas y puromicina-tRNA, en los que se obtienen 
excesos de anchura anâlogos a los del sistema puromicina- 
ribosomas, permiten confirmar la conclusiôn expuesta en 
el pârrafo anterior, asi como establecer cualitativamente 
que la interacciôn secundaria observada puede quedar in- 
cluîda dentro del marco de las interacciones nucleôsido- 
nucleôtido. En la revisiôn de Ts*o(71) se discuten con 
algûn detalle estas interacciones, tanto al nivel de monô- 
mero-monômero como al de monômero-polimero. Especialmente 
interesante, por las analogias que présentan con nuestro 
problema, es el caso de la interacciôn, clasificada como 
especifica, de adenosina con poli-ü. En el estudio por RMN 
de de este sistema (78), se observan ensanchamientos
anâlogos a los observados en nuestros sistemas de las se­
nales de H8 y H2 del resto adenil de la adenosina al anadir 
poli-U. El tratamiento que hacen estos autores no es Quan­
titative y no permite extender las comparaciones•
Como se vio en la secciôn de resultados, el parâ-
metro correspondiente a estas interacciones que estâ bien
determinado, es el producto (UgkgAg), en donde ng es el
ndmero de sitios de ligadura que présenta el ribosoma, kg
es la constante de ligadura del antibiôtico a uno de esos
sitios y Ag es el factor de relajaciôn. La constante de
asociaciôn présenta un limite superior bien definido, que
es de 10^ m ”  ^ para puromicina y de 10^ m ’  ^ para gougerotina.
Asimismo, puede considerarse razonable la existencia de un
limite inferior para ese parâmetro, kg>l m ’ .^ En efecto,
si k 2  adoptan valores menores que dicho limite, el valor
de Ag y para valores razonables de ng, séria mucho mayor
que el calculado en la secciÔn anterior a partir de {1.2.20}
La variaciôn con la temperatura de los excesos de anchura
(II.5.4) indica que el equilibrio estâ situado en la re-
giôn de intercambio râpido, lo que résulta razonable, ya
que, si kg<10^ M ^, puede evaluarse que k_^%10^-10^ seg’\
que es mucho mayor que el valor evaluado para (1/Tg)%7.10^
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seg . El valor de kg podria haberse obtenido con mayor 
precisiôn si se hubieran utilizado concentraciones de an­
tibiôtico uno o dos ôrdenes de magnitud mayores que las 
empleadas, las cuales se escogieron en funciôn del primer 
equilibrio. Sin embargo, ello no es posible porque, a poco
que se aumenten las concentraciones empleadas, se alcanza 
el limite de solubilidad de estos antibiôticos, al pH en 
que se estudia el sistema. A los efectos de continuar la 
discusiôn, adoptaremos los valores de kg=150 (puromi­
cina) y kg=10 (gougerotina) que son los que proporcio-
nan un mejor ajuste de los datos expérimentales.
En esas circunstancias, se obtienen, para el pro-
L
ducto ngAg, valores del orden de 10 Hz para ambos anti­
biôticos. A partir del ajuste de datos expérimentales, se 
obtienen tambiên limites superiores para los valores del
L c
nûmero de sitios de ligadura, ng<10 (puromicina) y n 2 <1 0  ^
(gougerotina). Es razonable suponer, sin embargo, que el 
nûmero de estos sitios ha de ser mucho menor. En efecto, 
teniendo en cuenta el peso molecular de los âcidos ribo- 
nucléicos ribosômicos, 5S, 16S y 23S, puede evaluarse que 
el nûmero total de nucleôtidos del ribosoma oegûn los es- 
tudios de Van Holde y Hill (13), es de ^5200. Si se supone 
que éstos estân uniformemente distribuidos en el volûmen 
de una esfera équivalente al calculado a partir de las 
dimensiones del ribosoma, el nûmero de nucleôtidos en la 
superficie es del orden de 900. Es muy probable que grandes 
zonas de la superficie estén cubiertas por las proteinas 
ribosômicas ocluyendo a gran nûmero de los nucleôtidos 
que se encuentran en ella. Por otra parte, es de considerar 
el propio tamano del antibiôtico, que al ocupar un ârea 
media aproximadaraente igual o mayor que la de un nucleô- 
tido, haria improbable que los nucleôtidos vecinos se cons-
tituyesen también en centros de ligadura. Con todo ello,
el nûmero mâximo de centros de ligadura no sea probable-
2
mente mayor que 10 .
El factor de relajaciôn, Ag, que para el intervalo 
de intercambio râpido se identifica con (l/irTgj^ ), se ha eva­
luado en la secciôn anterior, para el caso de ligadura ri­
gida, en 2,2.10^ Hz (contribuciôn intramolecular). A la 
vista de los valores obtenidos para las constantes de inte­
racciôn y de las energlas libres correspondientes (AG =
= -3,0 Kcal/mol para puromicina y AG = -1,4 Kcal/mol para 
gougerotina), que no son muy superiores a la energla tér- 
mica de traslaciôn o rotaciôn, no es probable que la uniôn 
sea rigida, sino que, por el contrario, la molécula de an­
tibiôtico ligada conserve alguno de sus grados de libertad 
de rotaciôn. Ello reduce la posibilidad de que exista re­
lajaciôn intermolecular y establece el valor anterior como 
el limite mâximo que puede alcanzar el factor de relajaciôn 
Para el caso concreto de que el antibiôtico unido conserve 
sôlo un grado de libertad de rotaciôn (en torno al eje de 
uniôn entre el ligando y la superficie del ribosoma) y, 
si el tiempo de correlaciôn de rotaciôn interna, T j^, es 
mucho menor que el del ribosoma, el tratamiento de Wallach 
(79) y su revisiôn por Marshall, Schmidt y Sykes (77), 
predice que la velocidad de relajaciôn transversal se re­
duce, respecto a la de ligadura rigida en un factor de
(1/4). Segûn ello, si el factor de relajaciôn queda limi-
3 3tado a valores comprendidos entre 2,2.10 y 0,55.10^ Hz,
if
para que el producto ngkg alcance un valor de 2,2.10 Hz
- 2 3 4 -
(protones de la puromicina), el valor de n^ ha de
estar comprendido entre 10<n2<40, que es un resultado ra­
zonable y de acuerdo con nuestras anteriores hipôtesis. Si, 
por el contrario, la uniôn del antibiôtico al ribosoma en 
el complejo présenta una flexibilidad mayor, el factor de 
relajaciôn es, consecuentemente, menor y, por tanto, n^ 
podria ser mayor que el valor senalado mâs arriba.
Desgraciadamente, con los datos actuales no es po­
sible profundizar mâs de lo realizado hasta ahora en la 
caracterizaciôn de esta interacciôn secundaria antibiôtico- 
ribosoma, reconociendo, incluso, que algunas de las hipô­
tesis de partida empleadas son especulativas. Tampoco es 
posible decidir acerca de la naturaleza de esta interacciôn 
secundaria, es decir, si es una interacciôn entre las ba­
ses del antibiôtico y las de los nucleôtidos del r-RNA, bien 
por apilamiento (intercalaciôn) o por enlace de hidrôgeno
o, por otro lado, por formaciôn de un complejo metâlico
2 +con el Mg , quien a su vez se encuentra ligado al fosfato 
nucleotidico. Decidir sonre estas cuestiones requeriria 
la realizaciôn de un trabajo especialmente enfocado a ello 
y que alcanzaria una envergadura anâloga al descrito en la 
présente Memoria. Tal trabajo podria, sin embargo, ser de 
utilidad pues, ademâs de contribuir a la caracterizaciôn 
de esta interacciôn secundaria con el propôsito de neutra- 
lizarla, tendria interés por si mismo, pues contribuiria a 
obtener alguna informaciôn sobre la distribuciôn de nucleô­
tidos en la superficie del ribosoma.
III.3.3.- Perspectives futures del estudio de la inte­
racciôn de antibiôticos con el centro pepti­
dil-transferasa ribosômico, por espectrosco- 
pia de RMN.
Como se ha visto, el mayor inconveniente que pré­
senta el estudio por RMN de la interacciôn de antibiôticos 
con el centro peptidil-transferasa ribosômico, interacciôn 
responsable de su actividad como inhibidores dd biosintesis 
de proteinas, es la existencia de una interacciôn secundaria 
(para puromicina y gougerotina) que oscurece los efectos 
que sobre los observables espectrales pueda tener la pri­
mera interacciôn.
Naturalmente, una primera soluciôn séria la de 
realizar una prueba entre todos aquellos antibiôticos que 
interaccionan con el centro peptidil-transferasa para se- 
leccionar a los que no presentan la interacciôn secundaria 
y limitar a elles el estudio. Tal soluciôn no es muy sa- 
tisfactoria, debido a la pérdida de generalidad que ella 
entrana.
Aceptando, pues, la existencia concurrente de una 
interacciôn secundaria, el problema puede discutirse mejor 
con referenda a la expresiôn {11.5.10}, que reproducimos 
aqui :
= IVLa.
Esta expresiôn proporciona, en buena aproximaciôn, el va­
lor del exceso de anchura, Aw, de las senales de antibiô­
tico, en una concentraciôn inicial de A^, en presencia de
ribosomas en una concentraciôn de en funciôn de êstas 
y del nümero de sitios, ng, la constante de disociaciôn,
Kpg, del complejo secundario, y los factores de relajaciôn, 
y Ag, correspondientes, respectivamente, al primer y se­
gundo equilibrio de interacciôn.
El primer y el segundo término del segundo miem- 
bro son las contribueiones al exceso de anchura de uno y 
otro equilibrio. El objetivo es, pues, el de buscar las 
condiciones en las que prevalezca el primer término sobre 
el segundo.
Résulta inmediatamente aparente la necesidad de 
trabajar a concentraciones de lo mâs baja posible, al 
menos hasta el limite A^%Kp^, que fija la validez de la 
expresiôn {11,5.10}. Esta necesidad ha sido agotada con la 
instrumerttaciôn de que disponemos. ütilizando conjuntamente 
un instrumente con imân superconductor que trabajase a 270 
MHz, para protôn con tubos muestra de 10 mm. de diâroetro 
séria posible teoricamente disminuir en 20 veces la con­
centraciôn minima de A^ utilizada por nosotros, llegando
-c
a concentraciones del orden de 6.10 M. Ello équivale, 
naturalmente, a ponderar en 20 veces mâs la influencia del 
primer equilibrio sobre el exceso de anchura observado.
Una representaciôn grâfica de (1/Aw) frente a A^({II.5.11}) 
roostraria una curva compuesta fundamentalmente de dos tramos 
rectos, cuyas pendientes e intersecciones con el eje X de- 
dinirian los parâmetros de ambos equilibrios.
De la consideraciôn de la expresiôn {11.5,10} es
posible tambiên deducir que, a los efectos que se prosiguen, 
no es de utilidad aumentar la concentraciôn de ribosoma, R^, 
a menos que el nümero de sitios de ligadura, ng, sea tan 
grande como para que el producto UgR^ no sea despreciable 
frente a K^g y contribuya a aumentar el denominador del 
segundo término. El factor de relajaciôn, en el
caso de intercambio lento, se identifica con K_^, la cons­
tante de disociaciôn del complejo primario. Conviene, por 
tanto, realizar las medidas a temperaturas mayores de 
26*C, para las cuales es consecuentemente mayor. La 
supervivencia de los ribosomas no aconseja, sin embargo, 
elevar la temperatura por encima de 40-45*0. Como ya hemos 
indicado, es este factor, A * = k e l  elemento crltico que 
va a determinar la posibilidad del estudio por RMN de la 
interacciôn entre antibiôticos y el centro peptidil-trans­
ferasa ribosômico, pues a poco que se reduzca la constante 
de formaciôn del complejo respecto a la determinada por di­
fusiôn, la cinética de disociaciôn se harâ tan pequena, 
que su efecto sobre la anchura de las senales del anti­
biôtico libre serâ despreciable.
Centrândonos sobre las posibilidades de disminuir 
el efecto del segundo término, es fundamental, en princi­
pio, caracterizar mejor la interacciôn secundaria para 
poder actuar en consecuencia sobre los parâmetros ng, K^g 
y A^. Para determinar la naturaleza de esta interacciôn 
secundaria, séria preciso estudiar paralelamente la in­
teracciôn de los antibiôticos con homo-oligonucleôtidos
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o pollnucleôtldos, como por ejemplo, poli-U, poli-C, poli-G
y poli-A, lo que proporcionarla informaciôn acerca de la
naturaleza y especificidad de la interacciôn. Asimismo,
habrla de considerarse la posibilidad de que la interacciôn
con el ribosoma fuese con los grupos fosfatos a través de
cationes metâlicos, para lo que séria ütil el estudio de
2 +sistemas antibiôtico-ribosoma-Mn . Una vez caracterizada 
esta interacciôn secundaria y, mediante el uso de estos sis­
temas modelo, habrian de explorarse las condiciones que die- 
sen lugar a una disminuciôn efectiva de n^ o Una de
ellas podria ser, por ejemplo, la adecuada selecciôn de un 
competidor que saturase los ng sitios de ligadura secundaria
El factor de relajaciôn, Ag, para el caso de in- 
terccunbio râpido en el que se encuentra la interaccl&h se­
cundaria, se identifica con (1/nTg^), la relajaciôn en el 
sitio unido, que disminuye con la temperatura, por lo que 
ôbnviene trabajar a temperaturas mayores de 26®C, con las 
limitaciones expuestas anteriormente.
El estudio de la interacciôn de eStos auztlbiôtlcos 
con la unidad mayor rlbosômXca/ la denominada en la
que radica el centro peptidil^tfanefetaia, presentarla 
algunas ventajas, si bien ne del todo decisivas. Por una 
parte, es muy probable qüe t’^ rsiSta la interacciôn secunda­
ria (caracterizada hasta el momento como una interacciôn 
con el RNA). La reducciôn en Ag(=l/nTg^), como consecuen­
cia del menor voldmen de la particula, no séria, por otra 
parte, lo suficientemente grande como para disminuir sig-
-zjy-
nlflcativamente la prevalencia del segundo término de 
{1 1 .5 .1 0 } sobre el primero.
El estudio de la interacciôn de estos antibiôticos 
con la proteina o proteinas de la subunidad mayor, respon­
sables de la actividad peptidil-transferasa, si seria 
perfectamente adecuado para su estudio por espectroscopia 
de RMN.
IV. RESUMEN Y CONCLÜSIONES
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El trabajo que se describe en esta Memoria fue rea­
lizado con los siguientes propôsitos: en primer lugar, des- 
cribir detalladamente la conformaciôn en disoluciôn de los 
antibiôticos puromicina y gougerotina, con el objetivo 
final de inferir los requisitos estructurales que el sitio 
aceptor (o los subsitios correspondientes) del centro pep­
tidil-transferasa impone sobre sus ligandos; en segundo 
lugar, explorar las posibilidades de la espectroscopia de 
RMN en el estudio de la interacciôn de estos antibiôticos 
con el centro peptidil-transferasa ribosômico y obtener la 
pertinente informaciôn estructural, termodinâmica, cinê- 
tica y microdinâmica.
Con estos fines, se han obtenido y analizado los 
espectros de resonancia magnêtica de de muestras co- 
merciales de puromicina y gougerotina en disoluciôn de 
DgO. Como resultado de estos anâlisis, se han obtenido 
los valores de los desplazamientos quimicos y constantes 
de acoplamiento y se han asignado estos parâmetros a pro­
tones concretos de estas moléculas. Se ha realizado asi­
mismo un estudio complete de la variaciôn de los espectros 
protônicos de estos antibiôticos con la temperatura, con 
la concentraciôn y con el pH. El estudio de la variaciôn 
de los parâmetros espectrales respecto a las dos primeras 
se ha realizado para cada uno de los estados de ionizaciôn 
(dicatiôn, catiôn y molécula neutra) en que pueden encon- 
trarse estas moléculas, dependiendo del pH. Se han medido 
también los tiempos de relajaciôn longitudinal, , de los 
protones de estas moléculas.
Se han obtenido asimismo los espectros de  ^ con 
irradiaciôn de de puromicina y gougerotina en dos de sus 
estados de ionizaciôn, asi como los correspondientes espec­
tros acoplados de lo que ha permitido determinar la
multiplicidad de cada senal, respecto a los acoplamientos 
directos y algunos desdoblamientos debidos a pro­
tones geminales y vecinales. Estos datos, junto con los 
tiempos de relajaciôn longitudinal, , de los nûcleos de 
 ^ en el espectro desacoplado han permitido realizar una 
asignaciôn de las senales observadas.
Se ha realizado un trabajo de revisiôn y puesta 
al dia acerca del estudio por espectroscopia de RMN de 
interacciones entre moléculas pequenas y biomacromoléculas. 
En él se describen las bases teôricas por las que, a par­
tir de los excesos de anchura de las senales de la molé­
cula pequena debidos al intercambio quimico entre el sitio 
ligado y el sitio libre, es posible obtener informaciôn 
acerca de la constante de disociaciôn del complejo o de la 
relajaciôn en el sitio de ligadura, segûn que el intercam­
bio sea lento o râpido, respectivamente, para la escala de 
tiempos involucrada en la técnica de RMN,
Se ha planteado el caso particular de la depen- 
dencia de los excesos de anchura de las senales de reso­
nancia respecto a las concentraciones iniciales de antibiô­
tico y ribosoma para el supuesto de la existencia conjunta 
de dos equilibrios de interacciôn: uno de alta afinidad 
con un solo sitio de ligadura y otro de baja afinidad con
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un nûmero variable de sitios, que se consideran équivalen­
tes e independientes. Para el tratamiento de los datos ex­
périmentales de relajaciôn o de frecuencia, se ha escrito 
un programa de câlculo, en FORTRAN IV, por el que es po­
sible obtener en casos favorables, por un proceso iterative, 
los valores ôptimos de los parâmetros que caracterizan am­
bos equilibrios (constantes de equilibrio y nûmero de si­
tios de ligadura), asi como los factores de relajaciôn para 
cada una de las senales del antibiôtico que se introduce 
en el ajuste.
Se han medido los excesos de anchura de 5 senales 
protônicas de puromicina (Hl*, ^meta' Y H8) y de
3 senales protônicas de gougerotina (H5, H6 y -NCH^) en 
presencia de concentraciones variables de ribosomas de E. 
Coli, que se obtuvieron de acuerdo con lo descrito en el 
capitulo referente a materiales y métodos. Las medidas de 
los excesos de anchura se llevaron a cabo por un método 
numérico de ajuste por minimos cuadrados del contorno es- 
pectral, que ha sido puesto a punto por nosotros y en el 
que se han introducido algunas innovaciones (relaciones 
entre incôgnitas) que facilitan el tratamiento de los datos.
El programa de câlculo descrito mâs arriba se ha 
aplicado a las medidas expérimentales de excesos de an­
chura de senales protônicas de puromicina y gougerotina, 
en presencia de ribosomas.Para el rango de concentraciones 
utilizado, no es posible obtener informaciôn de los parâ­
metros del equilibrio de alta afinidad, apareciendo, ademâs.
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correlaclones entre los correspondlentes a la interaccidn 
de baja aflnidad. Consecuentemente, se ban explorado los 
resultados a que conduce el programa, cuando se fijan los 
valores de alguna de las Incdgnitas.
Se ha investigado el efecto de la temperatura sobre 
los excesos de anchura résultantes de la Interacciôn, al 
objeto de définir el rango dlnâmlco del Intercaznblo quimico 
en que esté sltuado. Asîmismo, para définir si los excesos 
de anchura observados eran debidos a una interacciôn con 
los ribosomas o a algün efecto de éstos sobre la disoluciôn 
se ha estudiado la variaciôn de las anchuras de los anti- 
biôticos con la viscosidad y con la presencia, en distintas 
concentraciones, de los iones paramagnéticos mâs comunes.
Por ûltimo, con el objeto de caracterizar la interacciôn 
secundaria se han estudiado los sistemas adenosina-rlbosomas 
y puromicina-tRNA.
Como resultado de estos estudios se han obtenido 
las siguientes conclusiones:
1.“ La conformaciôn que preferentemente adopta la molécula 
de puromicina en disoluciôn de D^O es la misma, salvo 
pequenas modificaciones en algunos ângulos de torsiôn, 
que la que dicha molécula adopta en el estado cris- 
talino (figura 19, parte superior). Esta conformaciôn 
preferida se encuentra en râpido equilibrio dinômico 
de interconversiôn con otras conformaciones menos fa- 
vorecidas.
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2.- El anillo de furanosa de puromicina no présenta en 
disoluciôn una ûnica estructura rigida, sino que se 
encuentra en râpido equilibrio de interconversiôn entre, 
al menos, dos conformaciones plegadas, una del tipo N 
y otra del tipo S, caracterizadas por los parâmetros 
pseudorotacionales (P^=21®, ^6 =33°) y (P_=160°, ^8 =
n ni o III
=36°). La constante del equilibrio de interconversiôn 
para la forma neutra, es K(26°C)=(x^/Xg)=2,4, y las 
fracciones molares, x^=0,71 y x^=0,29. Estas pobla- 
ciones conformacionales del anillo de furanosa no 
sufren variaciones significatives con la temperatura, 
con la concentraciôn ni con el cambio de disolvente 
(DgO+DKSO-d^). El equilibrio Niî’S se desplaza ligera- 
mente, sin embargo, hacia la forma S a medida que se 
aumenta el pH.
3.- Las poblaciones conformacionales de los rotâmeros en 
torno al enlace exociclico C4*-C5', para la molécula 
neutra de puromicina, son Xgg=0,69, Xg^=0,24 y x^g= 
=0,07 (figura 21). A diferencia de otros compuestos 
anâlogos (adenosina, 3*-AMP o 5 '-AMP), la presencia 
del resto OMe-tirosinil permite asignar inequlvoca- 
mente los protones y H5^ , lo que a su vez per­
mite distinguir entre las conformaciones gt y tg. Las 
poblaciones conformacionales asf determinadas, no su­
fren variaciones significativas con la concentraciôn 
ni con el pH, si bien al aumentar la temperatura elles 
tienden a igualarse.
4.- Los valores de los tiempos de relajaciôn, , de H8 y 
H2 y los de la constante de acoplamiento
conducen a concluir que en la puromicina, en su forma 
de dicatiôn, la conformaciôn en torno al enlace giico- 
sîdico es preferentemente anti, si bien no se excluye 
la presencia de una cierta poblaciôn en la conforma­
ciôn sin, en equilibrio con la anterior. Las pequenas 
variaciones observadas en los desplazamientos quimicos 
de y as! como en la posiciôn de equilibrio de
los rotâmeros gg, gt y tg, con el cambio en los esta- 
dos de ionizaciôn de la molécula, indican que el equi­
librio sin&anti no sufre con este cambio alteraciones 
notables. Las variaciones observadas para los tiempos 
de relajaciôn, , de H8 y H2, para la molécula neutra 
son debidas a efectos intermoleculares.
5.- A partir del valor obtenido para la constante de aco­
plamiento vecinal disoluciôn de DMSO-d^)
se obtienen cuatro posibles valores para el ângulo de 
torsiôn, (J>^, en torno al enlace que une el resto ami- 
noacil con la parte nucleosidica. Los câlculos de 
energia potencial senalan como el mâs favorable el 
valor de #=81°, que ha de considerarse como una media 
ponderada de los valores que adopta dicho ângulo en 
las conformaciones N y S del anillo de furanosa.
6.- El apantallamiento relative que muestran los protones 
H4', H5g y H5ÿ permite elegir el valor del ângulo de 
torsiôn #=240° (estandarizado) como el mâs probable.
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ya que, para esa confôrmaciôn, se obtiene el^efecto 
mâximo de la corriente de anillo del resto aromâtlco 
del grupo 0-Me-tirosinil sobre el desplazamiento quf- 
mico de dichos protones. Ello permite, a su vez, una 
asignaciôn inequlvoca de los protones y H^,. Esta 
asignaciôn, junto con los valores de las constantes
o o
de acoplamiento, y determinan las pobla­
ciones relatives de las très conformaciones alternadas 
respecte al ângulo de torsiôn , que, para la forma 
neutra de la puromicina, a 26°C, resultan ser; Xj=0,60, 
Xjj=0,33 y Xjjj=0,07 (figura 22). Estas poblaciones no 
cambian significativamente con la concentraciôn ni con 
el pH, y si lo hacen con la temperatura, tendiendo a 
igualarse, y con el cambio de disolvente, creciendo, 
en DMSO-dg, la poblaciôn relative de x^^^.
7.- El grupo N-diMe del resto N-di-Me-adenil de la puromi­
cina en su forma de dicatiôn, présenta una rotaciôn 
impedida en torno al enlace exociclico C6-N6, cuyos 
parâmetros de activaciôn son, a 26°C, Ac/=14,8 Kcal/mol, 
A3^=13,5 Kcal/mol y AS^=-4,4 u.e., deducidos de la va- 
riaciôn de la anchura de la senal correspondiente con 
la temperatura. Tanto para el dicatiôn como para la 
molécula neutra, los cambios observados en los espec- 
tros al aumentar esta ûltima variable pueden raciona- 
lizarse con base en el desplazamiento de poblaciones 
conformacionales en torno al ângulo de torsiôn . 
para la molécula neutra se observan coeficientes de
temperatura mayores para H2, Hl* y -N(CHg)2 , compati­
bles con la existencia de asociaciôn intermolecular 
por "apilamiento" de las bases, lo que se confirma 
tambiên por los valores que alcanzan, para esos proto­
nes, los coeficientes de variaciôn de los desplaza­
mientos quimicos con la concentraciôn.
8.- Los pKs de la puromicina y los desplazamientos quimi­
cos de y ^ d e b i d o s  a cambios en el estado de io­
nizaciôn de los dos grupos bâsicos de estas moléculas 
son los dados en las Tablas 14 y 30. El pK mâs bajo 
(4,4 a una concentraciôn 6,6.10"^M), corresponde a la 
protonaciôn de la base en NI y el mâs alto (6,1) a la 
del grupo amino del resto OMe-tirosinil. La existencia 
de un tercer pK a 12,5 parece cierta y debe correspon- 
der al equilibrio de disociaciôn del protôn peptidico 
o bien al del grupo hidroxilo en C2'. Los valores de 
los dos pK mâs bajos dependen de la concentraciôn y
su dependencia es compatible con la existencia de una 
asociaciôn intermolecular en la que estén involucrados 
ambos grupos ionizables.
9.- La conformaciôn que preferentemente adopta la molê- 
cula de gougerotina en disoluciôn, principalmente en 
lo que se refiere al anillo de piranosa y a los ângu- 
los de torsiôn senalados, es la representada en la 
figura 23.
10.- El anillo de piranosa de gougerotina adopta exclusiva-
4
mente la conformaciôn de silla , como puede dedu-
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clrse de los valores que, para las constantes de aco­
plamiento vecinales de dicho anillo, se han obtenido 
por anâlisis complète de su espectro protônico. Ello 
supone la automâtica conformaciôn de la configuraciôn 
del âtomo de carbono C4 *, sin recurrir a una degrada- 
ciôn quimica del producto.
11.- A partir de los valores medidos para los acoplamientos 
3 3j y J,? se obtienen dos posibles valores
13c2.h,.
para el ângulo de torsiôn glicosîdico de la gougero­
tina, X, que son 35° y 85°. Ambas soluciones se en- 
cuentran en el intervalo correspondiente a la confor­
maciôn anti.
12.- Las constantes de acoplamiento medidas en di­
soluciôn de DMSO-dg determinan cuatro valores posi­
bles para cada ângulo de torsiôn, y #2 ' gou­
gerotina. En el primer caso, teniendo en cuenta las 
interacciones estéricas existantes para cada confor­
maciôn, concluîmos que el ângulo de torsiôn (rota­
ciôn en torno al enlace -N-C^- del resto serinil) se 
encuentra en el intervalo en que los enlaces -NH y 
-CH^ estân en una orientaciôn antiperiplanar (#^=300°), 
desviândose respecte a ôsta en un valor de ±31°. De 
modo anâlogo, se détermina que el ângulo de torsiôn
# 2  (rotaciôn en torno al enlace que une el grupo 
peptidil al aminoglucôsido) es de 84°.
13.- La poblaciôn de rotâmeros de la gougerotina del grupo 
hidroximetil del resto serinil en torno al enlace
C^-Cg es, probablemente, la siguientes Xj=0,34,
=0,00 y Xjjj=0,66 (figura 24) si bien tambiên podrla 
admitirse la alternativa siguientes Xj=0,49, Xjj=0,58 
y Xjjj=-0,07 (las fracciones molares estân afectadas 
por un error de ±0,10).
14.- Los parâmetros magnéticos protônicos de la gougerotina, 
en sus distintos estados de ionizaciôn, no sufren 
variaciones significatives con la temperatura ni con 
la concentraciôn, lo que sugiere la ausencia de des­
plazamientos notables de poblaciones conformacionales, 
asi como la no existencia de interacciones moleculares.
15.- Los pKs de la gougerotina y los desplazamientos qui­
micos de 'h y debidos a cambios en el estado de 
ionizaciôn de los dos grupos bâsicos de la molécula 
son los dados en las Tablas 25 y 34. El pK mâs bajo 
(4,3) corresponde a la protonaciôn del resto citosilo, 
que tiene lugar en el âtomo de nitrôgeno N3 de dicho 
ciclo. El pK mâs alto (7,5) corresponde a la proto­
naciôn del âtomo de N del resto sarcosilo.
16.- En las condiciones expérimentales en que se han reali- 
zado nuestras medidas, el estudio por RMN de la inte­
racciôn entre puromicina (o gougerotina) con ribosomas 
de E. Coli, pone de manifiesto la existencia de una 
interacciôn cuyas constantes de equilibrio de asocia­
ciôn son K^<10^ M  ^ para puromicina y K^$10^ para 
gougerotina, que no coinciden ni en su magnitud ni en 
su valor relativo con las constantes medidas por otros
mêtodos para la interacciôn de estos antibiôticos con 
el centro peptidil-transferasa ribosômico.
17.- Los efectos de esta interacciôn secundaria entre pu­
romicina (o gougerotina) con ribosomas de E. Coli so­
bre los parâmetros espectrales que se utilizan como 
sondas, oscurecen los debidos a la interacciôn con el 
centro peptidil-transferasa ribosômico, para la que 
unicamente es posible determinar limites mâximos para 
la constante de disociaciôn de los correspondientes 
complejos, que resultan ser; <9,0.10^ seg  ^ (para 
puromicina) y k_^$l,4.10^ seg  ^ (para gougerotina).
18.- La interacciôn secundaria, detectada por nuestros es­
tudios por espectroscopia de RMN, es una interacciôn 
real de los antibiôticos con los ribosomas y los efec­
tos observados no son debidos a alteraciones de la 
viscosidad del medio o a la introducciôn en la disolu­
ciôn de iones paramagnéticos por parte de los ribosomas
19.- Los experimentos realizados con los sistemas adenosi- 
na-ribosomas y puromicina-tRNA, permiten caracterizar 
la interacciôn secundaria como una interacciôn del 
tipo nucleôsido-nucleôtido, por lo que se concluye 
que la interacciôn tiene lugar entre los antibiôticos 
y el RNA ribosômico. Los valores obtenidos para los 
productos cada protôn y para cada antibiô- 
tico son los dados en la Tabla 45. A partir de algunas 
consideraciones en torno al valor de la relajaciôn 
nuclear en el sitio unido y de la distribuciôn de
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nucleôtidos en la superficie del ribosoma, se propone 
para el nûmero de sitios de ligadura de la interacciôn 
secundaria un valor de l<n2 < 1 0 0 ,
20.- Para intentar con êxito el estudio de la interacciôn 
entre antibiôticos y el centro peptidil-transferasa 
ribosômico, habrla que abordar y dar soluciôn a los 
siguientes problèmes:
a) Reducir al mâximo la concentraciôn de arttibiô- 
tico, lo que podria conseguirse utilizando cam- 
pos mayores (imanes superconductores) y tubos 
de mayor diâmetro.
b) Realizar las medidas a temperatures por encima 
de la de la sonda (26°C), siempre que ello sea 
compatible con la supervivencia funcional de 
los ribosomas.
c) Caracterizar en detalle la interacciôn secunda­
ria con el objetivo de disponer de los medios 
para bloquearla.
d) Medir la constante cinética de formaciôn del 
complejo entre el antibiôtico y el centro pepti­
dil-transferasa ribosômico, con lo que podria dis­
poner se de una evaluaciôn fiable de la constante 
de disociaciôn, lo que, a su vez, permitiria pre- 
decir si sus efectos sobre los parâmetros mag- 
nêticos podrian ser susceptibles de ser medidos.
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